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RESUMEN 
 
El chigüiro (Hydrochoerus hydrochaeris) ha sido considerado una especie promisoria 
para el desarrollo económico de la región Orinoquia en Colombia, por lo que el 
Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial (MAVDT) adelanta 
actualmente la normatividad requerida para avalar un cupo global de aprovechamiento 
de esta especie. Sin embargo, por la estructura social de este roedor se requiere que 
la caza de machos sea mayor que la de hembras. En consecuencia, la presente 
investigación busco brindar una herramienta al Ministerio, para realizar los controles 
(en los individuos sacrificados) que garanticen una caza basada en el sexo y no en el 
tamaño del animal, como se hace actualmente en la caza furtiva. Para esto se intentó 
estandarizar la PCR sobre dos marcadores moleculares, el gen Amelogenina (AMEL) 
y la región conservada HMG del gen SRY (SRY-HMG) ubicados en los cromosomas X 
y Y respectivamente.  
 
Las muestras se tomaron de diez machos y ocho hembras (pelo y sangre), Para 
Amelogenina se tomaron los primers de Snead et al (1985) y se logró estandarizar la 
metodología de amplificación en ratón y en chigüiro. Las PCR para SRY-HMG fueron 
realizadas con dos set de primers, el set inicial se diseño por medio del programa 
primer3 y el segundo fue tomado de Sánchez et al (1996).. Ninguno de los set de 
primers empleados para SRY-HMG pudo amplificar un segmento homólogo a SRY en 
el ADN genómico de H. hydrochaeris. No obstante, los primers de Sánchez et al 
(1996) amplificaron en machos de Mus musculus el producto esperado y un producto 
inespecífico solo en machos de chigüiro, cuya secuencia no es homologa a ninguna de 
las reportadas en bases de datos. Con la colaboración del Dr. Sánchez también se 
realizó southern blot para el gen SRY con ADN de chigüiro sin obtener señalización 
positiva. Con los resultados obtenidos, se especula que en H. hydrochaeris el gen 
SRY esta ausente o la caja HMG ha tenido cambios profundos, por lo que la 
determinación de sexo en chigüiro podría ser independiente de este gen. Se discuten 
también otros genes candidatos a determinar la masculinidad en este roedor. 
 
Debido a que el gen de Amelogenina se encuentra solo en el cromosoma X en los 
roedores, la sola evaluación de esta secuencia no sería útil para la determinación de 
sexo en Chigüiro. Sin embargo el uso conjunto con la secuencia de 550 pb específica 
de machos de este roedor; resulta útil para la identificación molecular de sexo de esta 
especie. 
    
Palabras clave: H. hydrochaeris, determinación de sexo, conservación biológica, 
SRY-HMG, Amelogenina, PCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
The capybara (Hydrochoerus hydrochaeris) has been considered a promising species 
for the economic development of the Orinoco region in Colombia. Therefore, the 
Colombian Ministry of Environment, Housing and Territorial development (MAVDT) is 
currently preparing regulations to ensure the global quota for exploitation of this 
species. However, the social structure of this rodent necessitates that the hunt of males 
should be greater than that of females. Consequently, this research focused on  
provididing a molecular tool for the controls (in individuals killed) ensuring that the 
gender of the prey is the primary hinting criterion,  not the size of the animal, as is 
currently done in poaching. In this study we attempted to standardize the PCR on two 
molecular markers, Amelogenin gene (AMEL) and HMG conserved region of the SRY 
gene (SRY-HMG) located on chromosomes X and Y respectively. 
 
The samples were taken from ten males and eight females (hair and blood), The 
Amelogenin primers were taken from Snead et al (1985). And it was possible to 
standardize a methodology to amplify the sequences both in mice and chiguiro. The 
PCR for SRY-HMG were performed with two sets of primers, the first one designed by 
the Primer3 program and the second one taken from Sanchez et al (1996). Neither set 
of primers used for SRY-HMG could amplify a segment homologous to SRY in 
genomic DNA of H. hydrochaeris. Although the primers of Sanchez et al (1996) 
amplified the expected product in male Mus musculus, that was not possible in 
capybara. Nonetheless, a non-specific product was observed only in male, whose 
sequence is not homologous to any of those reported in databases. Southern blot was 
also performed on this SRY gene (with the collaboration of Dr. Sanchez from the 
University of Jaen, but no positive signs were observed with capybara´s DNA. These 
results suggest that in H. hydrochaeris, either the SRY gene is absent, or the HMG box 
has undergone profound evolutionary changes, to the point that sex determination in 
capybara could be independent of this gene. Other genes are also discussed as 
candidates to determine masculinity in this rodent. 
 
Due to the fact that Amelogenin gene is only found on X chromosome in rodents, the 
sole evaluation of this sequence would not be useful to sex determination in capybara. 
However, its joint use with male´s specific sequences of 550 pb of this rodent, results 
useful to molecular sex determination of this species might be obtained. 
 
Key Words: H. hydrochaeris, sex determination, biological conservation, SRY-HMG, 
Amelogenin, PCR. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 
Por representar un patrimonio nacional y constituir parte de la economía del país, las 
especies silvestres son el blanco de estudio de las autoridades que regulan las 
actividades de control de su subsistencia y preservación. Por este motivo, se están 
implementando así programas de conservación y mantenimiento sostenible de las 
mismas, de un modo y a un ritmo que no ocasione disminución de las poblaciones 
existentes y que al mismo tiempo puedan satisfacer las necesidades de las generaciones 
actuales y futuras (Ley 611 de 2000 y Artículo 7, 10 y 22 del decreto en discusión de 2003 
que reglamenta el Código de Recursos Naturales Renovables y de Protección del Medio 
Ambiente, la Ley 99 de 1993 y la Ley 611 de 2000). 
 
El capibara o chigüiro (Hydrochoerus hydrochaeris) es una especie 2.6 veces más 
productiva y 6.2 veces más eficiente reproductivamente que el ganado bovino, su carne 
se caracteriza por presentar muy bajo contenido de grasa y relativamente alto contenido 
de proteína, por lo cual no es de extrañar que esta especie aporte considerablemente a 
las finanzas de los países que la utilizan con fines comerciales, como Venezuela en 
donde su carne se cotiza entre US$6-8/Kg en tiempo de Semana Santa. (Giraldo y 
Ramírez. 2001, López 2005). Es el roedor más grande del mundo, originario de sur 
América, con alta producción de piel, grasa y carne (Corporinoquía y Universidad 
Nacional de Colombia. 2005), y es muy apreciado en Venezuela, Brasil y Uruguay (López 
2005).  Sin embargo, en Colombia se optó por restringir su caza y comercialización desde 
hace varias décadas, debido a los excesivos índices de explotación que pusieron a la 
especie en riesgo de extinción en el pasado (Resolución 072 del INDERENA 1969, 
(http://www.casanare.gov.co/esp/menus/menú_cabeza_2ª.htm), Con todo esto, en 
Colombia la caza furtiva es un hecho y parte del producto de esta actividad es exportado 
a Venezuela, donde la producción interna no es suficiente para suplir los 120.000 
animales que anualmente son consumidos (López 2005). 
 
En consecuencia, el MAVDT, con la supervisión del Ministerio de Protección Social 
(MPS), intenta legalizar un cupo global de aprovechamiento que promueva la economía 
de la región Orinoquia (principal hábitat de esta especie en Colombia), sin descuidar la 
protección del chigüiro y su entorno (Decreto 4688 de 2005, MAVDT 2005 y Resolución 
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de 2009 MPS). Cabe aclarar que en la actualidad esta especie no se encuentra en peligro 
de extinción en el país (Resolución 0572 de 2005). Estudios realizados por González 
(1995), muestran que la caza debe ser diferencial entre machos y hembras para 
conservar la estabilidad ecológica de la especie, pues en caso contrario, la disminución de 
hembras conllevaría a poblaciones con dificultades de recuperación en el tiempo (Mesa. 
2005). 
 
Es por lo tanto, pertinente e importante diseñar una técnica molecular para identificación 
de sexo que sirva como herramienta a un eventual  programa de control de caza de este 
animal, con el fin de hacer un aprovechamiento sostenible del roedor, como estrategia de 
conservación y opción socioeconómica del país. El establecer un método de sexaje 
adecuado podría garantizar un aprovechamiento o cosecha selectiva, sin deteriorar la 
base productiva de la población (Mesa. 2005). Estudios previos de sexaje molecular en 
organismos como humanos, bovinos, caprinos y murinos, han mostrado resultados 
exitosos, utilizando la secuencia específica de la caja HMG del gen SRY (Sex-determining 
region of the Y chromosome) y una secuencia del gen de Amelogenina, a partir del ADN 
extraído de diferentes muestras como biopsias de carne, muestras de sangre y de pelo 
(Hacker. 1995, Marín y Baker. 1998, Marshall. 2002),  
 
Los resultados de esta investigación apuntan a que en el chigüiro, la determinación de 
sexo no está basada en las funciones del gen SRY debido a que no se logró amplificación 
de la secuencia ampliamente conservada HMG, ni tampoco fue posible detectarlo con 
southern blot, por lo que la determinación de la masculinidad estaría siendo asumida por 
otro gen. Excepciones al sistema clásico de determinación de sexo, como el 
anteriormente descrito, ya han sido reportadas para otras especies de roedores donde el 
cromosoma Y está ausente, siendo los cariotipos iguales para machos y hembras, XO en 
Ellobius lutescens y Tokudaia asimesis y XX para Ellobius tancrei (Just et al 1995 y 
Soullier et al 1998). Cabe aclarar que la carencia de SRY no implica necesariamente la 
pérdida del cromosoma Y, así aunque los machos de Hydrochoerus hydrochaeris son 
cariotipicamente XY,  la hipótesis aquí planteada no se ve desvirtuada por esto y si por el 
contrario coincide con los resultados reportados por Chen et al (1998), cuyo trabajo 
demuestra, empleando una metodología similar a la nuestra, que en los machos del 
roedor Microtus mandarinus mandarinus no existe SRY a pesar de tener cariotipo XY. Por 
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el contrario, la amplificación para Amelogenina fue positiva empleando los primers 
diseñados por Snead et al (1985). Esta amplificación fue empleada rutinariamente para 
evaluar la idoneidad del ADN extraído y empleado posteriormente con los primers de 
SRY.  
 
Se logró estandarizar la metodología de amplificación para Amelogenina en chigüiros 
empleando los primers diseñados por Snead et al (1985). Sin embargo, debido a que en 
roedores esta secuencia solo está ubicada sobre el cromosoma X, la sola secuencia no 
resulta útil para determinar sexo mediante herramientas moleculares para la especie en 
cuestión. Esta amplificación fue empleada rutinariamente para evaluar la idoneidad del 
ADN extraído y empleado posteriormente con los primers de SRY. 
 
Estudios para evaluar secuencias específicas sobre el cromosoma Y de chigüiro, son 
deseables para avanzar en la herramienta molecular planteada. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 GENERAL 
Desarrollar un método basado en la PCR para la determinación de sexo en chigüiro 
(Hydrochoerus hydrochaeris), basado en amplificación de una secuencia específica de la 
caja HMG del gen SRY (Sex-determining Region of the Y chromosome) y una secuencia 
del gen de Amelogenina. 
 
2.2 ESPECÍFICOS 
1. Estandarizar las condiciones de extracción de ADN en muestras de pelo, sangre y 
carne; 
2. Identificar las secuencias a amplificar de los genes SRY y Amelogenina;  
3. Diseñar primers para la amplificación de la caja HMG; 
4. Estandarizar las condiciones de amplificación y detección de los fragmentos de 
SRY y Amelogenina; 
5. Secuenciar los fragmentos amplificados y anotar las secuencias en una base de 
datos reconocida. 
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3. MARCO TEÓRICO 
 
3.1 EL CHIGÜIRO: Características generales 
El Chigüiro o capibara es el roedor más grande del mundo.  Pertenece al Phylum: 
Chordata, Subphylum: Vertebrata, Clase: Mammalia, Orden: Rodentia, Suborden: 
Caviomorphae, Familia: Hydrochoridae, Subfamilia: Cavioinae, Género: Hydrochoerus  
(González. 1995). 
 
Es una especie corpulenta que se distribuye ampliamente en gran parte de América 
tropical. Mide aproximadamente de 1 a 1,5m de longitud, 0,5 a 0,65m de altura y 50Kg. o 
más de peso en la adultez.  Morfológicamente, a diferencia de otros roedores, es el único 
que presenta en su piel glándulas sudoríparas, siendo una característica especial que 
permite diferenciar la piel del chigüiro de otras de menor valor. Carecen de cola y tienen 
en su lugar un repliegue que oculta el ano y las partes genitales por lo que se hace 
imposible su diferenciación sexual morfológica a simple vista. El sexo es diferenciable a 
los 60 días de edad y aunque el pene en el adulto es largo, solamente se puede observar 
cuando está en erección (González 1995). 
 
La conformación del grupo social de estos animales varía según el comportamiento 
climático del año.  Así en tiempos secos se distribuye la manada en busca de cuerpos de 
agua. En época de humedad, los grupos sociales se reconstruyen característicamente. En 
general, los grupos sociales son sólidos, pero se presenta movilidad de algunos 
integrantes: “aquellos animales viejos, enfermos o agresivos son expelidos de la familia” 
(González 1995). 
 
En un grupo típico existen en promedio 3 a 4 machos y 6 hembras (Aldana et al 2003) 
llegando a verse hasta 20 animales tanto adultos como jóvenes en una manada. Su 
sistema de apareamiento puede ser clasificado como promiscuo, pues, de un macho se 
aparea con varias hembras en donde el macho dominante tiene una mayor proporción de 
apareamientos, lidera al grupo, marca el territorio y ejerce la supremacía. El número de 
jóvenes es variable, puede aumentar o disminuir según la dispersión de aquellos animales 
que pretenden conformar nuevos grupos sociales (Aldana et al 2003)      
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Cuando se encuentran en zoocriaderos, las hembras preñadas son separadas del resto 
de la manada y después de 4 a 5 semanas del nacimiento de las crías  estas últimas son 
separadas de la hembra.  Posteriormente la madurez sexual de los individuos da lugar a 
un nuevo encierro reproductivo o sacrificados para su comercialización (González 1995). 
Por otra parte, el chigüiro es considerado el herbívoro más productivo, siendo su 
relevancia reproductiva 8 veces mayor que la del ganado bovino 
(http://www.casanare.gov.co/esp/menus/menú_cabeza_2ª.htm). 
 
En Colombia el chigüiro tiene dos especies conocidas que son: Hydrochoerus 
hydrochaeris cuya distribución geográfica comprende todo el oriente y el sur de Colombia, 
Hydrochoerus isthmius que ocupa todo el norte y parte occidental del país, posiblemente 
los sectores medio e inferior del valle del Magdalena (González 1995). (Figura 1) 
 
Figura 1.Distribución del chigüiro en América del Sur (Tomado de González. 1995) 
 
Citogenéticamente H. hydrochaeris es 2n=66 (Figura 2). Los autosomas consisten en 12 
pares de metacéntricos medianos, 7 pares de submetacéntricos medianos y 13 pares de 
telocéntricos pequeños. El cromosoma X es metacéntrico grande y el Y es un telocéntrico 
pequeño (González 1995). El cariotipo del capibara H. isthmius es diferente ya que tiene 
2n=64, es muy posible que haya derivado de H. hydrochaeris (González 1995).  
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Figura 2. Cariotipo de chigüiro (H, hydrochaeris), tomado de O'Brien SJ et al (2006) 
 
3.1.1 Aspectos socioeconómicos del chigüiro 
Según los campesinos de la región de la Orinoquía, la especie se ha convertido en un 
problema serio ya que compite por los pastizales con el ganado. En este caso, la zoocría 
se presenta como una alternativa rentable pero con dificultades que la hacen 
impracticable para los pobladores de la región, quienes en su mayoría son de escasos 
recursos, por lo cual los campesinos prefieren por tiempo y dinero realizar las matanzas 
de chigüiro y vender en forma clandestina la carne obtenida (González 1995, Álvarez  
2002). En Colombia se cotiza a US$ 1.5/Kg. mientras que en Venezuela se cotiza entre 
US$ 6-8/Kg. (Giraldo y Ramírez 2001), lo que demuestra la importancia económica que 
representaría para el país la legalización de su caza. La Tabla 1 muestra una 
comparación de algunas características ecológicas, reproductivas y de producción de 
carne entre el chigüiro y el ganado bovino.  
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Tabla 1. Comparación reproductiva y productiva entre el chigüiro y el ganado bovino. (Tomada de 
Aldana et al 2003). 
 
3.1.2 La piel que por su gran suavidad y resistencia, es apreciada en el mercado mundial 
cuya calidad está dada por su excelente superficie gracias a los poros y por otras 
características, como son impermeabilidad, flexibilidad e inigualable apariencia (Álvarez 
2002). 
 
3.1.3 La grasa que se utiliza para comercializar aceite, utilizada como tratamiento del 
asma y otras afecciones respiratorias, además de ser utilizada como suplemento 
nutricional por su alto contenido en ácidos grasos esenciales y en la industria cosmética 
(Álvarez 2002). 
 
Cabe resaltar la utilidad de los chigüiros no solo en el aspecto socioeconómico, sino 
también en el mantenimiento de los ecosistemas, pues este herbívoro es el reciclador de 
nitrógeno más eficiente de todos los animales, ya que a través de la orina principalmente, 
hace soluble importantes cantidades de nitrógeno que regresan de nuevo al pastizal y 
mantienen su fertilidad (González 1995). 
 
3.1.4 Marco legal de la caza de chigüiro  
Su caza estuvo prohibida indefinidamente en el territorio Colombiano (Resolución 0219 de 
1964 del Ministerio de Agricultura, en Red de Desarrollo Sostenible de Colombia –
www.http://rds.org-), posteriormente la resolución 072 del 7 de febrero de 1969, permitió la 
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caza de chigüiro en Casanare y Meta en los tres primeros meses del año 
(www.http://rds.org). Actualmente y como se nombró con anterioridad dicho lapso de 
tiempo permitido para la caza comercial se mantiene vigente (Resolución 072 del 
INDERENA), por otra parte, la caza con fines científicos es posible siempre y cuando se 
acceda a un permiso otorgado por el estado.  
 
A pesar de los controles anteriormente descritos, la  caza de este roedor se ha ido 
incrementando en los últimos años; como consecuencia, en parte, de la alta demanda 
venezolana, principalmente durante la cuaresma (López 2005). Con el fin de contrarrestar 
dicha situación, el MAVDT ha propuesto impulsar el uso comercial del chigüiro con el 
apoyo del Ministerio de Protección Social (http://www.colombiasostenible.com, y 
minprotecionsocial.gov.co. Resolución de 2009 en elaboración. Anexo A).  
 
A lo anterior se deben sumar además controles estrictos paralelamente sobre el cupo 
global de aprovechamiento, protegiendo así la estructura poblacional de éste roedor y el 
ecosistema donde habita para hacer del capibara ó chigüiro una especie aprovechada 
sosteniblemente. Según el número de animales que conforman el grupo social de los 
chigüiros, es necesario establecer que solamente aquellas poblaciones con densidades 
mayores a 0,15 individuos/hectárea de hábitat potencial, pueden ser realmente 
aprovechables para que se mantenga la relación 3-4 machos: 6 hembras (Aldana et al  
2003). 
 
Como lo refiere Mesa (2005), es indispensable hacer una selección de sexos en la 
población de adultos al momento de realizar la cosecha, dicha apreciación se basa en 
estudios realizados por Franklin y Fritz (1997) en un grupo de guanacos donde se 
demuestra que la cosecha no selectiva conlleva a una degradación en su estructura 
poblacional. Para ello se hace necesario un método de sacrificio diferente al tradicional 
donde no se hace selección de los individuos por sexo, ya que con él se matan tanto 
machos como hembras, y solo se hace selección por tamaño (Escobar 1973).  Monitoreos 
realizados al sacrificio de chigüiros dentro de un aprovechamiento legal, utilizando el 
método tradicional del garrotazo o macetazo demuestran que se sacrifica un alto 
porcentaje de hembras (56%). Bone en 1977 en su trabajo en Venezuela, desarrolló un 
modelo de simulación de explotación comercial del chigüiro y los datos arrojan que 
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cuando se extraían más machos que hembras, la productividad de la población aumenta. 
Con todo lo anterior resulta importante que los mecanismos de control se cercioren 
durante el monitoreo de la cacería, la cantidad de machos y hembras faenados para ello 
empleando un método de sexaje molecular, forzando a una cosecha selectiva sin 
deteriorar la base productiva de la población. 
 
3.2 SRY 
En humanos, el gen Sex-determining region of Y chromosome (SRY - Sry en ratones), s 
se encuentra ubicado cerca de la región pseudoautosómica en el brazo corto del 
cromosoma Y (Sinclair et al 1990). No cuenta con un homólogo en el cromosoma X, fue 
descubierto en 1990 tras investigaciones de casos de reversión sexual en humanos 
(mujeres XY y hombre XX en su genotipo) (Sinclair 1990, Gubbay at al 1990, Page et al 
1990, Lovell-Badge et al 1995).   Al respecto, Ferguson (1966) había propuesto que una 
parte del cromosoma Y podría estar presente en el cromosoma X luego de una 
recombinación anormal durante la meiosis, lo cual fue corroborado por medio de mapeo 
genético (Ellis 1991, Mailer et al 1986.). Posteriormente, experimentos con ratones XX a 
los cuales se les introdujo este gen (por medio de ingeniería genética) se desarrollaron 
como machos, lo cual dio bastante soporte a este gen como protagonista en la 
determinación del sexo en mamíferos (Koopman et al 1991). 
 
El gen SRY se ha encontrado en el cromosoma Y de todos los mamíferos examinados 
hasta ahora, excepto en el topo español del género Ellobus y de la rata espinosa 
Tokudaia, donde las investigaciones han confirmado que SRY ya no determina la 
masculinidad, y aun más, el cromosoma Y no hace parte de sus cariotipos (Just et al 1995 
y Soullier et al 1998).  Por lo anterior, se considera que esta función puede estar regulada 
por otro(s) gen(es) (Marshall 2002).  
        
El gen SRY de humano difiere del gen Sry de ratones tanto en estructura como en 
posición (Figura 3). Este último se encuentra en la parte proximal del brazo corto del 
cromosoma Y (Capel y Lovell 1993), consiste en una única región invertida y modificada 
de 2739 pb (Lovell-Badge et al 1995) con ORFs (Marcos de lectura abierta) 5´ corriente 
arriba y 3´ corriente abajo, y UTRs (Regiones no transcritas) mucho más grandes que las 
existentes en el humano. Está presente en diferentes especies del orden Rodentia y es 
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considerado un factor sexo-determinante; sin embargo es prescindible en algunas 
especies como se comentó anteriormente (Marshall 2002). 
 
Figura 3. Comparación estructural del gen Sry en ratones (a) y SRY humano (b), las flechas 
indican repeticiones invertidas de glutamina que flanquean el gen de ratón (repeticiones ausentes 
en humanos), los números indican posiciones de nucleótidos o aminoácidos, TGA y TAG codones 
de terminación musculus y domesticus respectivamente, PAB región pseudoautosómica cercana a 
SRY humano  (Tomado y adaptado de Lovell-Badge et al., 1995). 
 
Su transcripción se realiza como un ARN circular (poco usual) de 1.3 Kb tanto en los 
testículos de animales adultos como en el embrión. Codifica una proteína de longitud 
variable, siendo en el ratón de 395 aminoácidos (Goodfellow y Lovell 1993). Esta proteína 
actúa dentro de las células indiferenciadas de las gónadas para accionar una cascada de 
acontecimientos, dando por resultado la diferenciación en células de Sertoli y no en 
células del folículo.  
 
Los diversos genes SRY descritos hasta el momento cuentan con una región denominada 
HMG-box (High Movility Group), siendo ésta la única región conservada del gen en la 
mayoría de mamíferos hasta ahora estudiados.  Su homología es de un 89% entre 
ratones y humanos (Hacker et al 1995) y un 70% entre  humanos, conejos, bovinos y 
ovejas (Papagerakis et al 2005) (Figura 4). Esta región corresponde a un dominio de 
proteína de 79 aminoácidos (237 nucleótidos) presente en proteínas cuya actividad es la 
unión al ADN (proteínas SOX);  dicho dominio confiere a las proteínas que lo poseen la 
propiedad de actuar como factores de transcripción (Ner 1992, Pontiggia et al 1994). 
 
12 
 
En humanos, la reversión del sexo que involucra mutaciones puntuales y pequeñas 
deleciones se encuentran en la caja HMG, lo cual indica que esta caja es un importante 
dominio en la proteína. (Goodfellow y Lovell 1993). Ademas, se convierte en un blanco 
importante en pruebas de identificación genética de sexo, como la aquí propuesta.  
 
Figura 4.Comparación del gen SRY en algunas especies de mamíferos. Refleja el alto nivel de 
conservación de la caja HMG entre los diferentes organismos, así como la amplia divergencia en la 
longitud y disposición de las regiones flanqueantes a dicha caja (Tomado de Marshall 2002) 
 
Una de las propiedades bioquímicas que se han descrito para los dominios caja HMG es 
su capacidad de unión al surco menor del ADN conduciendo al plegamiento del material 
genético, lo cual puede facilitar o inhibir la transcripción del mismo, tras la interacción con 
otros componentes del aparato transcripcional.  
 
Con respecto a la expresión de SRY, esta es específica (tanto temporal como 
histológicamente), lo que lleva a pensar que existen otros genes corriente arriba de SRY 
que regulan la expresión de éste. Además la regulación puede ser ejercida por otros 
genes ubicados tanto en cromosomas somáticos como otros ligados a X y expresados 
tanto en hembras como en machos (Goodfellow y Lovell 1993). 
 
En la mayoría de los mamíferos la identificación molecular de sexo se hace mediante la 
amplificación de SRY-HMG ubicado en el cromosoma Y de los machos.  Sin embargo, en 
las prueba de laboratorio o forenses pueden existir falsos negativos, cuando existen 
deleciones o problemas en la amplificación de éste. Por tal razón, la tendencia actual en 
las pruebas de genotipificación e identificación es sumar un marcador más a la técnica 
que complemente la determinación hecha mediante la amplificación de SRY, y confirme la 
genotipificación sexual del individuo analizado. En este estudio, se pretendió implementar 
13 
 
como marcador complementario el gen de la Amelogenina, el cual se encuentra en copia 
única (porción distal del cromosoma X) en los roedores hasta la fecha estudiados (Satoshi 
y Hitoyata 1995). 
 
3.3 AMELOGENINA 
La amelogenina,  originalmente reportada por Eastoe (1965), es una proteína rica en 
aminoácidos como leucina, prolina, glutamina e histidina. La ubicación cromosómica de 
Amelogenina en anfibios y reptiles es desconocida (Ikawa 2005), se cree que en 
monotremas y marsupiales se encuentra en los autosomas (Watson et al 1992), y en 
euterianos la evidencia muestra que está en X o en X y Y dependiendo de la especie 
(Simmer y Snead 1995).  Para el caso específico del ratón, (Lau et al 1989) reportó 
amelogenina en únicamente en la parte más distal del brazo corto del  cromosoma X y 
ninguno en el cromosoma Y, a diferencia de otras especies como la humana que posee 
amelogenina tanto en el cromosoma X como en el Y (Satoshi y Hitoyata 1995; Pfeiffer y 
Brenig 2005) (Figura 5). 
 
 
Figura 5. Mapa de los genes de amelogenina humana en los cromosomas X y Y (Tomado de 
Satoshi y Hitoyata 1995). 
 
La Amelogenina es una proteína secretada por los ameloblastos y es un componente 
importante de la matriz del diente. Su función se relaciona con la mineralización del 
esmalte dental y estudios recientes la postulan como factor de diferenciación de los 
ameloblastos (Xu et al 2006), usualmente el gen se encuentra presente en ambos 
Cromosoma X Cromosoma Y 
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cromosomas sexuales de los mamíferos, donde por diferencia en el tamaño del 
amplificado, algunas veces ayuda a determinar sexo (Iwase et al 2001; Pfeiffer y Brenig 
2005). En particular, se ha demostrado que presenta dos exones adicionales comunes en 
el humano que los hace diferir del resto de los mamíferos quienes carecen de los mismos 
(Papagerakis et al 2005). Alteraciones en este gen producen la enfermedad de 
amelogenesis imperfecta, ligada al cromosoma X (Lagerström et al 1991). 
 
El gen de Amelogenina ubicado sobre el cromosoma X, ha sido secuenciado en especies 
del orden Rodentia como es el caso de Mus musculus, Cavia porcellus, y Lepus 
granatensis entre otros. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  
4.1 TOMA DE MUESTRAS 
La investigación contó con la colaboración de la Asociación Colombiana de Parques, 
Zoológicos y Acuarios (ACOPAZOA).  Se recolectaron muestras de sangre y pelo de diez 
machos y ocho hembras, como se precisa a continuación en la nomenclatura de las 
muestras: Zoológico de Cali (seis machos -1, 2, 5, 6, 9, 14 - y ocho hembras 3, 4, 7, 8, 10, 
11, 12, 13), Zoológico del Parque Piscilago (un macho- CHPS-) y Zoológico Santa Cruz 
(tres machos CHSC1, CHSC2 y CHSC3). 
 
Se tomaron de 3 a 10 ml de sangre anticoagulada con EDTA por cada animal, se 
transportó en cadena de frio y posteriormente se almacenó a -20°C. Para algunos 
animales también se almacenó sangre en tarjetas FTA® (QIAcard FTA® Handbook, 
2008). 
 
Las muestras de pelo se tomaron por medio de pinzas (entre 20 a 30 pelos por animal) 
conservando el bulbo piloso, se les realizó un lavado, se pusieron a secar y se 
almacenaron en bolsas herméticas con silica gel a temperatura ambiente (18°C 
aproximadamente), y alejadas de radiación directa. 
 
La única muestra de carne de chigüiro empleada correspondió a carne salada 
(procesada) procedente del departamento de Arauca. Además de chigüiro se procesaron 
muestras de sangre de ratón, agutí, res, cerdo, caballo y perro, para evaluar la posible 
amplificación cruzada de los primers diseñados.  
 
4.2 EXTRACCIÓN DE ADN 
4.2.1 Extracción de ADN a partir de sangre 
Para la extracción de ADN en muestras de sangre, se emplearon kits comerciales Wizard 
(Promega®) (Anexo B), Buffer FTA ® (Anexo C) y GFX-DNA (Amersham Biosciences®) 
(Anexo D), siguiendo las indicaciones del proveedor, también se empleó la extracción de 
Fenol:Cloroformo  descrita por Sambrook et al 2003, con algunas variaciones (Anexo E).  
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4.2.2 Extracción de ADN a partir de tejido 
La extracción de ADN a partir de tejido se realizó con el kit comercial Wizard (Promega®) 
(Anexo F) y protocolo Fenol: Cloroformo (Sambrook et al 2003) (Anexo G).  Además de 
las muestras de chigüiro, se procesó tejido de ratón y agutí. 
  
4.2.3 Extracción de ADN a partir de pelo 
Se siguió el protocolo descrito por Troy et al (2001), así, para cada muestra se tomaron en 
eppendorf 10-12 folículos de pelo, cortando 5mm aproximadamente hacia la parte más 
distal, se adicionaron 50ul de NaOH 200Mm y se incubó a 97ºC durante 30 min. 
Posteriormente se agregaron 50ul de 200mM HCl, 100mM Tris HCl pH 8.5 (Solución B).  
 
4.3 AMPLIFICACIÓN POR PCR A PARTIR DE ADN GENOMICO  
4.3.1 Diseño, Evaluación y Selección de Primers. 
Todos los sets de primers empleados fueron evaluados con el programa primer3 y con el 
sistema BLAST (ambos disponibles en línea), lo anterior con el fin de establecer el 
tamaño esperado, la especificidad de los primers, la temperatura de anillamiento, la 
posibilidad de dimerizar o hacer estructuras secundarias. 
  
4.3.2 Primers para amplificación de Amelogenina 
Para la amplificación del gen de Amelogenina (ubicado en el cromosoma X de roedores) 
se emplearon los siguientes primers F: CGG CTG CCT TAT CAT GCT CTG y R: TGC 
CTC CAA TCA TGC GAG AA reportados por Snead et al 1985, con un producto esperado 
de 292pb. Se evaluaron las siguientes variables: a. Método de extracción, b. temperatura 
de anillamiento, c. concentración de cloruro de magnesio,  d. amplificación con mezcla 
convencional y con la mezcla comercial Master Mix® (Promega). Estas variables fueron 
analizadas mediante PCR convencional y PCR gradiente. 
 
4.3.3. Primers para amplificación de SRY 
Para la amplificación del gen SRY, específicamente la región conservada HMG, se 
emplearon 2 sets de primers.  El primero de ellos (P1: CCC ATC TCT GAC TTC CTG GT; 
y P2: AAT TCT GCA TGC TGG GAT TC) se diseño a partir de secuencias disponibles en 
la base de datos Genbank, seleccionando aquellas correspondientes a roedores como 
Mus musculus, Cavia porcellus y Rattus norvergicus, mediante el programa bioinformático 
17 
 
primer 3, (el producto esperado era de 252pb). El primer forward anillaba por fuera de la 
caja HMG y el primer reverse al interior de esta (Figura 6). El segundo set de primers para 
SRY-HMG (P3: GTC AAG CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT TTG GGT AAT TCT 
CTC TGT G, Sánchez et al 1996), habían sido empleados en investigaciones similares 
obteniendo resultados satisfactorios en otros roedores, algunos de la familia Microtidae 
(Bullejos et al 1997, 1999), al igual que en otras especies de mamíferos, como 
murciélagos (Bullejos et al 2000). El producto esperado era de 202pb. 
 
Para SRY-HMG se evaluaron las mismas variables que para Amelogenina. Además se 
intentó amplificar combinando los primers P1 y P4.   
                                                                                                                                                                                                                         
Figura 6. Esquema del gen Sry (con la caja conservada HMG) de ratón y la respectiva ubicación 
de los primers empleados. A. Primer set de primers, diseñados con primer3 a partir de secuencias 
disponibles en GenBank y B. Segundo set de primers tomados de Sánchez et al 1996. (Esquema 
elaborado por Colorado F. 2010). 
 
4.4 PURIFICACIÓN DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS 
Los productos amplificados se purificaron con el Kit comercial Wizard (Promega ®), 
siguiendo las instrucciones del proveedor (Anexo H), para someterlos posteriormente a su 
secuenciación.  
 
4.5 SECUENCIAS 
Las secuencias obtenidas se alinearon manual y computacionalmente empleando el 
programa Bioedit disponible en línea (versión 0.4.0, http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) para 
obtener la secuencia consenso. Cada secuencia original, así como la secuencia consenso 
obtenida a partir de estas, fueron tratadas con expasy (http://ca.expasy.org/tools/dna.html) 
con el fin de encontrar el marco de lectura con menos codones de terminación. 
Posteriormente las secuencias se sometieron a Blast 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a fin de encontrar su significancia biológica, para 
este último paso además de evaluarse la secuencia de nucleótidos, también fueron 
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considerados los péptidos predichos procurando eliminar posible ruido por sustituciones 
sinónimas de las secuencias.   
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5. RESULTADOS 
PARTE I. ESTANDARIZACIÓN DE MÉTODOS DE EXTRACCIÓN 
5.1 EXTRACCIÓN DE ADN 
 
Los protocolos probados para las extracciones de ADN genómico arrojaron material 
génico en alta concentración y buen estado para la mayoría de muestras procesadas, 
según se observó en geles de agarosa 1% evaluados en analizador BIORAD HITACHI, 
Genetic systems-GenScan. 
 
Para extracción de ADN a partir de sangre, se compararon con el Kit GFX-DNA 
(Amersham Biosciences®), donde se obtuvo ADN en una de las dos muestras 
procesadas (Figura 7). Con el Kit Wizard - Promega®, se obtuvieron mejores resultados 
(Figura 8), por lo tanto fue una de las metodologías a elegir en el presente estudio.  
 
La extracción de ADN por el método Fenol:Cloroformo, produjo resultados satisfactorios 
con todas las muestras de chigüiro y agutí (Figura 9A y 9B). Por esto, en adelante se 
decidió realizar extracciones con el Kit Wizard (Promega®) y con el método 
Fenol:Cloroformo. Dichas metodologías fueron aplicadas con varias muestras incluyendo 
la única muestra de carne de chigüiro (salada) empleada en el estudio (Figura 10), en 
donde se puede observar que con el Kit comercial se obtuvieron las concentraciones más 
altas de ADN, pero a su vez el material genético está más degradado.   
 
Con respecto a la extracción de ADN a partir de sangre conservada en tarjetas FTA, se 
probaron varios protocolos.  El primero de ellos fue empleando Buffer FTA y siguiendo las 
instrucciones dadas por el proveedor (Anexo I);  en esta oportunidad se empleó la 
muestra de chigüiro 2(macho).  Sin embargo, los discos de papel FTA se mantuvieron 
rojos (hemoglobina) después de varios lavados con el buffer, se ensayó amplificación sin 
resultados positivos (ver más adelante). Alternativamente, se intentó la extracción de ADN 
a partir de tarjetas FTA empleando el método Fenol:Cloroformo (Anexo J), empleando la 
muestra chigüiro 9;  con este a diferencia del buffer empleado previamente, se pretendía 
eluir el ADN y no mantenerlo adherido al papel.  No obstante, el gel de agarosa no reveló 
extracción (Figura 11);  es posible que aunque no se observa ADN en el gel, este si haya 
sido extraído pero en baja concentración y no fue ensayado para amplificación. Se 
20 
 
realizaron también, algunos cambios al protocolo empleado, como pro ejemplo,  emplear 
dos discos de muestra, e incrementar la cantidad de proteinasa K. No obstante el gel no 
reveló ADN. Por lo anterior y considerando que esto constituía una variable más en la 
estandarización de la PCR, se decidió establecer las condiciones de PCR con las 
muestras de ADN extraído a partir de sangre y carne. 
 
Los ensayos preliminares para obtención de ADN de pelo no fueron positivos, debido a la 
poca cantidad obtenida y su rápida degradación (Figura 12), por tanto, se optó por 
establecer primero las condiciones de amplificación y posteriormente emplear el ADN del 
bulbo piloso. 
                                                        
Figura 7. Evaluación de extracción de ADN por medio del kit comercial GFX (Amersham 
Biosciences), a partir de sangre congelada. Electroforesis en gel de agarosa 1%, muestras 
Chigüiro 3 y 13 (3A y 13A, respectivamente). Las condiciones de corrido fueron 70 voltios durante 
30 minutos, se empleo lambda de concentración 50ng/ul (Promega). 
 
 
Figura 8. Evaluación de extracción de ADN por medio del kit comercial Wizard Promega®, a 
partir de cola de ratón. Electroforesis en gel de agarosa 1%, las muestras se sembraron por 
duplicado,1. Lambda de Concentración 50ng/ul (LC), 2-3. ratón 1 (R1), 4-5. ratón 1A (R1A), 6-7. 
Ratón 2 (R2), 8-9. Ratón 2A (R2A), 10-11. Ratón 3 (R3), 12-13. ratón 3A (R3A) y 14. Lambda de 
Concentración 50ng/ul (LC). Las condiciones de corrido fueron 70 voltios durante 30 minutos. 
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Figura 9. Evaluación de extracción de ADN por medio de protocolo Fenol:Cloroformo, a 
partir de sangre congelada. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Gel  A Chigüiro 10 (Chi10A, 
Chi10B), Chigüiro 12 (Ch12A, Ch12B) y Chigüiro 8 (Ch8A, Ch8B), las muestras tienen A y B debido 
a que el protocolo da como resultado duplicado de cada una. Gel B. ADN de hígado de Agutí (un 
solo individuo). Las condiciones de corrido fueron 100 voltios durante 30 minutos. 
 
                            
Figura 10. Evaluación de extracción de ADN por medio del kit comercial Wizard Promega® 
y el protocolo Fenol cloroformo, a partir de carne salada de chigüiro. Electroforesis en gel de 
agarosa 1%, a continuación se relaciona el pozo y su respectiva muestra, 1. Chi1wiz, 2. Chi2wiz, 3 
Chi3wiz, 4. Chi1A Fenol, 5. Chi1B Fenol, 6. Chi2A Fenol, 7. Chi2B Fenol, 8. Chi3A Fenol, 9. Chi3B 
Fenol, 10. Chi4B Fenol, 11. Chi4A Fenol. Las condiciones de corrido fueron 100 voltios durante 30 
minutos. 
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Figura 11. Evaluación de extracción de ADN a partir de sangre conservada en tarjetas FTA 
por medio del protocolo Fenol:Cloroformo. Electroforesis en gel de agarosa 1%, las muestras 
se sembraron en orden ascendente así: 1. Lambda de concentración (LC) 50ng/ul, 2. chigüiro 9.1 
(CH 9.1), 3. chigüiro 9.2 (CH 9.2), 4. chigüiro 9.3 (CH 9.3), 5. chigüiro 9.4 (CH 9.4), 6. chigüiro 9.5 
(CH 9.5), 7. chigüiro 9.6 (CH 9.6), 8. chigüiro 9.7 (CH 9.7) y 9. chigüiro 9.8 (CH 9.8) las condiciones 
de corrido fueron 70 voltios durante 30 minutos, 
 
Figura 12. Extracción ADN de pelo de chigüiro. Electroforesis en gel de agarosa 1%, ADN de 
pelo de chigüiro 1.Chi 1A, 2. Chig 1B, 3. Chig 6A 4. Chig 6B. las condiciones de corrido fueron 70 
voltios durante 35 min.  
 
Conclusión: De los métodos de extracción evaluados, consideramos recomendables por 
la calidad de ADN, la cantidad, y costo el kit de extracción Wizard Promega® y el método 
de extracción de Fenol:Cloroformo, con buenos resultados a partir de sangre y carne. A 
pesar las tarjetas FTA son muy recomendadas en genética forense, no se obtuvieron 
buenos resultados en nuestros ensayos,. Por otro lado, nos recomiendan no cortar las 
tarjetas FTA, lo que incrementaría aun más el costo de la prueba. 
 
PARTE II. AMPLIFICACIÓN POR PCR A PARTIR DE ADN GENOMICO 
 
5.2 AMPLIFICACIÓN AMELOGENINA 
5.2.1. PCR GRADIENTE 1 
Antes de iniciar las pruebas in vitro se analizaron los primers de Snead et al (1985), 
empleando los programas primer 3 y BLAST (Figura 13), obteniendo resultados confiables 
y satisfactorios. 
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Figura 13. Análisis bioinformático de los primers de Amelogenina. F: CGG CTG CCT TAT 
CAT GCT CTG y R: TGC CTC CAA TCA TGC GAG AA (Snead et al 1985), A. Resultados del 
programa primer 3, los datos que se consideraron fueron: capacidad de dimerizar (3´), capacidad 
de hacer estructuras secundarias (any) y temperatura de anillamiento (TM). B. Resultados de 
BLAST, se observa la alta identidad y especificidad de los primers empleados con la secuencia de 
interés (Barras rojas). 
 
Posteriormente y considerando los protocolos empleados para la amplificación de 
Amelogenina se empezó con las siguientes concentraciones finales: primers 1uM, MgCl2  
2.5mM,  taq 0.625u/ul); el perfil inicial diseñado a partir de la literatura consistió en: 
95°CX4min, 95°C X 45seg, 48.2-62.2°C(Gradiente) X 45seg, 72°CX40seg, 72°CX3min y 
4°C X10min (35 ciclos), las temperaturas evaluadas en este gradiente fueron: 48.2, 49.2, 
50.7, 53, 56.3, 58.7, 60.3 y 61.2°C. 
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Resumen Amelogenina 
 
Resultado Mezcla 
Denaturación 95°CX4min Amplificación 
positiva para ratón. 
Negativa para 
Chigüiro y Agutí 
Figura 14. 
Primers 1uM, 0,2mM, MgCl2  
2,5mM,  taq 0,625u/ul Denaturación 95°C X 45seg 
Anillamiento 48.2, 49.2, 50.7, 53, 
56.3, 58.7, 60.3 y 
61.2X 45seg, 
Extensión 72°CX40seg 
Extensión 
final 
72°CX3min 
Número de 
Ciclos 
(35 ciclos) 
Tabla 2. Resumen condiciones de amplificación de Amelogenina en ratón por medio de PCR 
gradiente. 
   
Para esta PCR se empleó ADN de ratón (control positivo) y el producto se evaluó en gel 
de agarosa 2%  (Figura 14). Se obtiene amplificación en todas las temperaturas de 
anillamiento, excepto a 58.7°C (posible error de pipeteo en la siembra).  Los amplificados 
obtenidos corresponden al tamaño esperado (292pb); no se observan productos 
inespecíficos.   
 
Figura 14. Productos de amplificación en PCR gradiente de Amelogenina en ratón, 
empleando los primers F: CGG CTG CCT TAT CAT GCT CTG y R: TGC CTC CAA TCA TGC GAG 
AA (Snead et al 1985).Electroforesis en gel de agarosa 2%. Las condiciones de corrido fueron 100 
voltios durante 60 minutos. 
 
5.2.2 PCR GRADIENTE 2 
Con los resultados anteriores se procedió a evaluar la amplificación de Amelogenina con 
las mismas condiciones para  las muestras de chigüiro y agutí (Figura 15). En este 
ensayo, se utilizaron las mismas descritas previamente para amplificar amelogenina de 
ratón. Sin embargo, no se obtuvo amplificación en ninguna temperatura para chigüiro, 
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mientras que en agutí solo se evidencia amplificación a 49.2°C pero es inespecífica, no 
corresponde al tamaño  esperado.  
 
Figura 15. Productos de amplificación en PCR gradiente de Amelogenina para Chigüiro y 
Agutí empleando los primers. F: CGG CTG CCT TAT CAT GCT CTG y R: TGC CTC CAA TCA 
TGC GAG AA (Snead et al 1985).Electroforesis en gel de agarosa 2%, las condiciones de corrido 
fueron 100 voltios durante 60 minutos. 
 
A partir de estos resultados se decidió incrementar de 2,5mM a 3mM la concentración de 
MgCl2, las concentraciones de los demás reactivos se mantuvieron iguales a las descritas 
anteriormente. También se decidió probar la solución comercial Master Mix® (Promega). 
 
Para Master Mix®, se obtuvo el producto esperado y bandas inespecíficas en las cuatro 
temperaturas más bajas (48.2, 49.2, 50.7 y 53°C), en 56.3 se observa solo una banda 
inespecífica y en 58.7 y 60.3°C se observa únicamente la banda esperada. 
 
Lo observado para Master Mix® difiere, de los resultados obtenidos con la mezcla 
convencional, así aunque en este último también se observan productos inespecíficos en 
las temperaturas de anillamiento más bajas, el producto esperado es visible en las 
temperaturas de 56.3 y 61.2°C. Cabe aclarar que con ambas soluciones de premezclas se 
obtienen amplicones muy leves del tamaño esperado. 
 
Por lo anterior, se decidió realizar PCR gradiente  tomando como punto de partida 56°C, 
donde se observó poco producto inespecífico y la temperatura de anillamiento superior 
(66°C), que es la temperatura límite para el primer forward. 
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5.2.3 PCR GRADIENTE 3 FENOL MÁS MEZCLA CONVENCIONAL, WIZARD MÁS 
MEZCLA CONVENCIONAL Y FENOL MÁS MASTER MIX 
Se realizó PCR gradiente con las siguientes temperaturas: 56, 56.8, 58, 59.7, 62.2, 64.1, 
65.3 y 66°C. Los siguientes pasos del perfil se conservaron, como en la PCR anterior. 
 
La muestra empleada fue ADN extraído de carne de chigüiro, por medio de Kit Wizard – 
Promega ® y Fenol:Cloroformo, específicamente las muestras Chi1Wiz y Chi2BFenol 
(ambas con mix convencional), además, la muestra de fenol también se sometió a 
amplificación con Master Mix® (Figura 16). 
 
Para el caso de la muestra extraída con fenol, se observó la banda esperada en la 
mayoría de temperaturas, los productos inespecíficos fueron más evidentes con Master 
Mix®, lo anterior contrasta con la falta de amplificación para la muestra extraída con 
Wizard-Promega®, donde la amplificación fue prácticamente nula.   
 
Figura 16. Productos de amplificación en PCR gradiente de Amelogenina en chigüiro, 
empleando los primers F: CGG CTG CCT TAT CAT GCT CTG y R: TGC CTC CAA TCA TGC GAG 
AA (Snead et al 1985). Electroforesis en gel de agarosa 2%. El ADN fue extraído con fenol y 
Wizard-Promega®, para ambos se empleó la mezcla convencional. Además, la muestra de fenol 
se proceso también con la solución Master mix®. Las condiciones de corrido fueron 100 voltios 
durante 60 minutos. 
 
En ensayos posteriores se repitió la amplificación empleando PCR convencional, para lo 
cual se empleó como T° de anillamiento 58°C, obteniendo resultados satisfactorios 
(resultado no mostrado). 
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Resumen Amelogenina 
 
Observaciones Mezcla 
Denaturación 95°CX4min Se logró estandarizar 
la metodología con 
mayor eficiencia en la 
temperatura 58°C y 
con la mezcla 
convencional de 
reactivos aumentado la 
concentración de 
MgCl2   
Figura 16 
Primers 1uM, dNTPs 
0,2mM, MgCl2  3.0mM,  
taq 0.625u/ul 
y se comparó con 
Master Mix 
Denaturación 95°C X 45seg 
Anillamiento 56, 56.8, 58, 59.7, 
62.2, 64.1, 65.3 y 
66°C 45seg, 
Extensión 72°CX40seg 
Extensión final 72°CX3min 
Número de Ciclos (35 ciclos) 
Tabla 3. Resumen condiciones de amplificación de Amelogenina en chigüiro por medio de PCR 
gradiente. 
    
Conclusión:   
Los primers reportados por Snead et al 1985, son útiles para la amplificación de la 
secuencia de Amelogenina de 292bp. El perfil de PCR estandarizado corresponde a: 
95°CX4min, 95°C X 45seg, 58 X 45seg, 72°CX40seg, 72°C X 3min, (35 ciclos). 
 
5.3 AMPLIFICACIÓN SRY 
5.3.1 AMPLIFICACIÓN DE SRY USANDO EL PRIMER SET DE PRIMERS (P1: CCC 
ATC TCT GAC TTC CTG GT; y P2: AAT TCT GCA TGC TGG GAT TC) 
 
5.3.1.1 PCR GRADIENTE 4 
El perfil empleado fue 94ºC X 5min, 94ºC X 30seg, 52-62ºC X 45seg (gradiente), 72ºC X 
45seg, 72ºC X 5min y 15ºC 10 min (35 ciclos), siendo las temperaturas al interior del 
gradiente 52.0, 52.7, 53.9, 55.7, 58.1, 60.0, 61.2 y 62ºC. Las muestras empleadas fueron: 
Control de reactivos (C), ADN tarjetas FTA (FTA) procesadas con buffer FTA 
correspondiente a chigüiro 2(macho), ADN ratón (Ra), y ADN de chigüiro (Nol), estos dos 
últimos extraídos con el método fenol cloroformo. Las muestras se sembraron en gel de 
agarosa 2%, las muestras ubicadas en las temperaturas límite del gradiente (52-62°C) se 
pusieron por duplicado (Figura 17). La concentración final fue: MgCl2 1,5mM, primers 
0,2uM y taq 0,05u/ul, ADN 50ng/ul. 
 
Aunque se evidenció ADN en algunos pozos, no se puede saber si éste pertenezca a 
material genómico o amplificado, porque el marcador de peso molecular no migró. De ser 
genómic,o puede deberse a la alta concentración del ADN plantilla empleado.  En 
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consecuencia, se decidió repetir el experimento, pero cambiando la concentración de 
ADN a 10ng/ul.  
 
 
 
 
Figura 17. Evaluación de amplificación en PCR gradiente de SRY en chigüiro y ratón, 
empleando los primers P1: CCC ATC TCT GAC TTC CTG GT; y P2: AAT TCT GCA TGC TGG 
GAT TC. Electroforesis en gel de agarosa 2%, las muestras corresponden a: Lambda de 
concentración 50ng/ul (LC), lambda ladder 100pb (LL), sangre almacenada en tarjetas FTA (FTA), 
ADN de ratón (Ra), ADN de chigüiro (Nol) estos dos últimos extraídos con Fenol cloroformo 
sugerido por Sambrook (2003) y Control de reactivos (C). Las condiciones de corrido fueron 70 
voltios durante 60 minutos. 
 
5.3.1.2 PCR GRADIENTE 5 
Como consecuencia del experimento anterior, se decidió evaluar el posible efecto de la 
concentración del ADN plantilla en los resultados de la amplificación. 
 
Las muestras empleadas fueron ADN de ratón extraído con el Kit Wizard- Promega® 
particularmente ratón 2, la otra muestra empleada fue chigüiro 2 (ADN extraído con el 
método Fenol:Cloroformo, a partir de sangre anticoagulada), Con respecto a la 
concentración de los primers, las temperaturas de anillamiento y el números de ciclos, 
estos no se modificaron. Las muestras se sembraron en gel de agarosa 2% (Figura 18). 
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A diferencia del experimento anterior, no se observó ninguna evidencia de ADN (ni 
genómico, ni amplificado), lo cual puede obedecer a concentración de la plantilla de ADN 
(10ng/ul). Igualmente el marcador de peso molecular empleado no demuestra un buen 
corrido, posiblemente porque la fuente de poder empleada no logró mantener una 
corriente constante, ni la requerida para esta electroforesis (100 voltios).En consecuencia 
y tras los evidentes problemas de la fuente de poder (el Ladder tampoco migró),  
decidimos sustituir dicha fuente en los demás experimentos. 
 
 
 
 
Figura 18. Evaluación de amplificación en PCR gradiente de SRY en chigüiro y ratón, 
empleando los primers: P1: CCC ATC TCT GAC TTC CTG GT; y P2: AAT TCT GCA TGC TGG 
GAT TC. Electroforesis en gel de agarosa 2%, tanto en 13 A como en 13B el primer pozo 
corresponde a lambda ladder (100pb), las muestras se ubicaron por similitud de temperatura en el 
gradiente, y su nomenclatura corresponde a las iniciales de las muestras, así, control (C), chigüiro 
(CH) y ratón (RA) seguido por un número que denota el orden ascendente de la temperatura. Las 
condiciones de corrido fueron 70 voltios durante 60 minutos. 
 
También se analizó la variable de incrementar concentración de MgCl2, de 1.5 a  2.5mM, 
usando ADN de ratón y chigüiro, sin embargo no se observó amplificación en ninguna 
temperatura (resultado no mostrado).   
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Resumen SRY-HMG Observaciones Mezcla 
P1: CCC ATC TCT GAC TTC CTG GT; y P2: AAT TCT GCA TGC TGG GAT TC 
Denaturación 94ºC X 5min Se analizaron las 
siguientes variables 
concentración ADN 
50ng/ul y 10ng/ul. 
MgCl21.5 y  2.5mM 
No se logró amplificación 
de SRY-HMG en chigüiro 
MgCl2 1,5mM, 
dNTPS 0,2mM, 
primers 0,2uM y taq 
0,05u/ul, ADN 
50ng/ul. 
 
Denaturación 94ºC X 30seg 
Anillamiento 52.0, 52.7, 53.9, 55.7, 
58.1, 60.0, 61.2 y 
62ºC X 45 seg 
Extensión 72ºC X 45seg 
Extensión final 72°CX5min 
Número de Ciclos 35  
Tabla 4. Resumen condiciones de PCR gradiente para primers P1 y P2 de SRY-HMG. 
  
Posteriormente se realizó un PCR de gradiente cambiando la concentración de primers 
(de 0.2 a 1uM), y de la taq (0.05u/ul a 0.625u/ul), El perfil de amplificación fue: 95°C X 
4min, 95°C X 45seg, 48.2-61.2°C X 48seg (gradiente), 72°C X 40seg, 72°CX3 min y 4°C 
X 10min. Las temperaturas evaluadas fueron 48.2, 49.2, 50.7, 53, 56.3, 58.7, 60.3 y 
61.2°C. Se obtuvo leve amplificación en las tres temperaturas más bajas (48.2, 49.2 y 
50.7°C), la amplificación corresponde a dos bandas, ninguna de ellas  con el tamaño 
esperado (resultado no mostrado). En consecuencia se decidió modificar ligeramente el 
perfil con el objetivo de buscar amplificar el producto esperado y a su vez eliminar las 
bandas inespecíficas. 
 
5.3.1.3 PCR GRADIENTE 6 
Se repitió la PCR gradiente descrita anteriormente, pero esta vez disminuyendo en tres 
segundos el tiempo de anillamiento, las muestras se evaluaron por medio de gel de 
agarosa 2% (Figura 18); la muestra corresponde a chigüiro 2 (macho). El resultado fue 
que las bandas inespecíficas se hicieron más evidentes, pero aun asi, no se logró ver la 
banda esperada de 252 pb.  
 
En un ensayo posterior también se empleó la solución comercial Master Mix® sin obtener 
resultados satisfactorios (resultado no mostrado).  
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Figura 19. Evaluación menor tiempo de anillamiento en amplificación en PCR gradiente de 
SRY en chigüiro, empleando los primers: P1: CCC ATC TCT GAC TTC CTG GT; y P2: AAT TCT 
GCA TGC TGG GAT TC. Electroforesis en gel de agarosa 2%, la muestra corresponden a ADN de 
chigüiro extraído con fenol. Las condiciones de corrido fueron 100 voltios durante 60 minutos. 
 
Resumen SRY-HMG Observaciones Mezcla 
P1: CCC ATC TCT GAC TTC CTG GT; y P2: AAT TCT GCA TGC TGG GAT TC 
 95ºC X 4min Se obtuvo leve 
amplificación en las tres 
temperaturas más bajas 
(48.2, 49.2 y 50.7°C), la 
amplificación corresponde 
a dos bandas, ninguna de 
ellas  con el tamaño 
esperado 
También se evaluó 
cambio de 48 a 45seg en 
el anillamiento 
Figura 19. 
MgCl2 2,5mM, 
dNTS 0,2mM, 
primers  1uM y taq 
0,625u/ul, ADN 
50ng/ul. 
 
Denaturación 95ºC X 45seg 
Anillamiento 48.2, 49.2, 50.7, 53, 
56.3, 58.7, 60.3 y 
61.2°C. X 48 seg 
Extensión 72ºC X 40seg 
Extensión final 72°CX3min 
Número de Ciclos (35 ciclos) 
Tabla 5. Resumen condiciones de PCR gradiente para primers P1 y P2 de SRY-HMG con 
incremento en tiempo de anillamiento. 
 
Conclusión: 
Debido a los múltiples resultados negativos incluso en el control positivo del ratón (Figura 
18), se descarta mal estado del ADN, porque con esas muestras se logró amplificar 
Amelogenina (Figura 14) y ARNr 16S (Figura 28) y se confirmó la baja calidad de los 
primers (P1 y P2) tras los análisis bioinformáticos (Figura 20.  En consecuencia, se optó 
por probar otro set de primers. Para su selección, se consideró que estuvieran 
respaldados por publicaciones reconocidas, aun asi, igualmente se decidió hacer los 
análisis bioinformáticos respectivos a fin de escoger la mejor opción. 
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Figura 20. Análisis bioinformático de los primers P1: CCC ATC TCT GAC TTC CTG GT; y 
P2: AAT TCT GCA TGC TGG GAT TC, A. Resultados del programa primer 3, los datos que se 
consideraron fueron: capacidad de dimerizar (3´), capacidad de hacer estructuras secundarias 
(any) y temperatura de anillamiento (TM). B. Resultados de BLAST, se observa la poca identidad 
de los primers empleados con la secuencia de interés (Barras negras). 
 
5.3.2 AMPLIFICACIÓN DE SRY USANDO EL SEGUNDO SET DE PRIMERS (P3: GTC 
AAG CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT TTG GGT AAT TCT CTC TGT G) Sánchez 
et al (1996). 
 
5.3.2.1 PCR GRADIENTE 7 
Una vez realizada la búsqueda del segundo set de primers y sometidos a evaluación con 
el programa primer 3 y BLAST, se decidió sintetizar los primers de Sánchez et al (1996) 
por sus óptimos resultados con estos programas (figura 21).  
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A.
 
B. 
 
Figura 21. Análisis bioinformático de los primers P3: GTC AAG CGC CCC ATG AAT GCA T 
y P4: AGT TTG GGT AAT TCT CTC TGT (Sánchez et al 1996), A. Resultados del programa 
primer 3, los datos que se consideraron fueron: capacidad de dimerizar (3´), capacidad de hacer 
estructuras secundarias y temperatura de anillamiento (TM). B. En los resultados de BLAST, se 
observa la alta identidad y especificidad de los primers empleados con la secuencia de interés 
(Barras rojas). 
 
Se realizó PCR gradiente con ratón y chigüiro macho, el perfil de amplificación fue 93°C X 
5min, 93°C X 1min, 47-62°C X 45seg, 72°C X 40seg, 72°C X 5 min y 4°C X 10min (30 
ciclos). Las temperaturas internas del gradiente se distribuyeron así: 47, 47.9, 48.6, 50.6, 
52.8, 55, 56, 57.9, 59.6, 61.1, 61.5, 62°C, las concentraciones finales fueron: primers 1uM, 
MgCl2 2.5mM y taq 0,0625u/ul. Las muestras se sembraron en gel de agarosa 2% (Figura 
22). 
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Se logró reproducir el experimento de Sánchez et al (1996), en cuanto a la amplificación 
de las muestras de ratón con el tamaño esperado de 202pb, en las primeras ocho de las 
doce temperaturas probadas en el gradiente, con respecto a chigüiro se observó 
amplificación en dos temperaturas (47.9 y 48.6), sin embargo estas eran de un tamaño 
mayor al esperado (550 pb aproximadamente).   
 
Figura 22. Productos de amplificación en PCR gradiente de SRY para ratón y Chigüiro 
empleando los primers P3: GTC AAG CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT TTG GGT AAT 
TCT CTC TGT (Sánchez et al 1996). Electroforesis en gel de agarosa 2%. El ADN fue extraído con 
fenol y se empleo mezcla convencional. Las condiciones de corrido fueron 100 voltios durante 60 
minutos. 
 
Resumen SRY-HMG Observaciones Mezcla 
P3: GTC AAG CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT TTG GGT AAT TCT CTC TGT) Sánchez et 
al 1996 
Denaturación 93ºC X 5min Se logró reproducir el 
experimento de Sánchez et al 
(1996), en cuanto a la 
amplificación de las muestras de 
ratón con el tamaño esperado 
de 202pb, en las primeras ocho 
de las doce temperaturas 
probadas en el gradiente, con 
respecto a chigüiro se observó 
amplificación en dos 
temperaturas (47.9 y 48.6), sin 
embargo estas eran de un 
tamaño mayor al esperado (550 
pb aproximadamente) Figura 
22. 
Primers 1uM, 
MgCl2 2,5mM, 
dNTPs 0,2mM y taq 
0,0625u/ul. ADN 
50ng/ul. 
 
Denaturación 93ºC X 1min 
Anillamiento 47, 47.9, 48.6, 
50.6, 52.8, 55, 
56, 57.9, 59.6, 
61.1, 61.5, 62°C 
X 45 seg 
Extensión 72ºC X 40seg 
Extensión final 72°CX5min 
Número de Ciclos (30 ciclos) 
Tabla 6. Resumen condiciones de amplificación de SRY-HMG en ratón por medio de PCR 
gradiente, para los primers P3 y P4 diseñados por Sánchez et al (1996). 
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Con estos resultados se plantearon dos hipótesis de trabajo para explicar la falta de 
amplificación de la banda esperada.  La primera de ellas, que los primers no lograron 
adherirse a la plantilla del ADN; la segunda, que la falta de amplificación podría obedecer 
al estado de conservación del ADN. 
 
Para probar la primera hipótesis se realizaron los siguientes experimentos.  Primero, se 
redujo el margen del gradiente pasando de 47-62°C a 42-58°C, estas últimas 
corresponden a una muy baja temperatura de anillamiento (alta posibilidad de obtener 
productos inespecíficos y la banda esperada) y la máxima temperatura de amplificación 
en ratón, siendo las temperaturas internas 42, 43, 43.8, 45.9, 48.2, 50.6, 51.6, 53.7, 55-5, 
57, 57.5 y 58°C; en este mismo ensayo se aumentó el tiempo de anillamiento en 2 
segundos (47°C) y se empleó mezcla convencional y Master mix®. Las demás variables 
se mantuvieron iguales a las de la PCR GRADIENTE 7. 
 
El segundo experimento también buscó probar la primera hipótesis.  Para ello se repitió el 
ensayo descrito anteriormente pero se remplazó el perfil de PCR mencionado 
previamente, por el reportado por Sánchez et al (1996), 93°C X 5min, 93°C X 1min, 42-
58°C X 47seg, 72°C X 40seg, 72°C X 5min y 4°C X 10 min. Debido a la falta de 
amplificación en estos dos experimentos, se optó por probar la segunda hipótesis. 
 
Para la segunda hipótesis se extrajo más ADN a partir de sangre de chigüiro por medio 
del Kit Wizard y protocolo Fenol:Cloroformo teniendo cuidado de hacer doble lavado.  Se 
repitieron los experimentos anteriores con el material recién extraído y una muestra de 
ADN de ratón.  Sin embargo, aun asi no se observó amplificación en el chigüiro, 
solamente en la muestra de ratón (resultados no mostrados). 
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Resumen SRY-HMG Observaciones Mezcla 
P3: GTC AAG CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT TTG GGT AAT TCT CTC TGT)Sánchez et al 
1996 
Denaturación 93°C X 5min  Se evalúo el protocolo reportado 
por Sánchez et al 1996, y se 
incluyó también comparación 
con el Master mix. 
No se observó amplificación 
esperada en chigüiro 
Primers 1uM, 
MgCl2 2.5mM, 
dNTPs 0.2mM y taq 
0,0625u/ul. ADN 
50ng/ul. 
 
Denaturación 93ºC X 1min 
Anillamiento 42, 43, 43.8, 
45.9, 48.2, 50.6, 
51.6, 53.7, 55-5, 
57, 57.5 y 58°C 
X 47 seg 
Extensión 72ºC X 40seg 
Extensión final 72°CX5min 
Número de Ciclos (30 ciclos) 
Tabla 7. Resumen condiciones de PCR gradiente en chigüiro para los primers P3 y P4 diseñados 
por Sánchez et al (1996). 
 
Considerando los resultados obtenidos se decidió buscar, adaptar y emplear un perfil de 
amplificación de una PCR touch down para SRY, el cual permitiera evaluar la incidencia 
de las diferentes concentraciones de MgCl2.     
 
5.3.2.2 PCR TOUCH DOWN 1 
Se tomó el perfil de PCR touch Down de Margarit et al (1998), el cual consiste en 94°C X 
5min, 94°C X 30 seg, 62°C X 45seg (-1°C X ciclo), 72°C X 1min (18 ciclos), 94°C X 30seg, 
45°C X 45seg, 72°C X 1min, 72°C X 5min, 10°C X 10min (20 ciclos). Las muestras 
empleadas fueron: a. ADN chigüiro macho donado por el profesor L. F. García, b. ADN de 
tejido de chigüiro y c. ADN chigüiro Piscilago (CHPS), este último extraído con Kit Wizard 
Promega® y con fenol. Las concentraciones finales fueron: MgCl2 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 mM 
(gradiente), primer 1uM y taq 0.625u/ul, las muestras se sembraron en gel de agarosa 2% 
(Figura 23). 
 
No se observó amplificación en ninguna de las muestras. Se evidenciaron dímeros de 
primer en todas las concentraciones de MgCl2, excepto a 2.0mM. Como resultado de lo 
anterior, se buscó eliminar los dímeros de primer y a su vez optimizar la PCR, para ello se 
repitió este mismo experimento, pero reduciendo la concentración final de primers a 
0.6uM. Posteriormente, también se evaluó una concentración de primers 0.2uM  y se 
modificó el perfil para buscar intervalos de temperatura de anillamiento más pequeños, 
quedando así: 94°C X 5min, 94°C X 30 seg, 55°C X 45seg (-0.5°C X ciclo), 72°C X 1min 
(18 ciclos), 94°C X 30seg, 45°C X 45seg, 72°C X 1min, 72°C X 5min, 10°C X 10min (20 
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ciclos). Sin embargo en ambos casos los resultados fueron todavía negativos, 
persistiendo los dímeros de primers y sin amplificación (resultados no mostrados). 
Resumen SRY-HMG Observaciones Mezcla 
P3: GTC AAG CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT TTG GGT AAT TCT CTC TGT) Sánchez et 
al 1996 
Denaturación 94°C X 5min  Se evalúo el protocolo reportado 
por Sánchez et al 1996, y se 
incluyó también comparación 
con el Master mix. 
No se observó amplificación 
esperada en chigüiro. 
Se analizaron también primers 
0,6uM y 0,2uM y touch down de 
55°C X 45seg (-0.5°C X ciclo) 
Resultado: No amplificación 
esperada en chigüiro. Se 
analizó también gradiente de 
MgCl2 de 1,5 a 3,0 mM Figura 
23. 
Primer 1uM, dNTPs 
0,2mM y taq 
0,625u/ul,  
 ADN 50ng/ul. 
MgCl2 1,5, 2,0, 2,5 
y 3,0 mM 
(gradiente). 
Denaturación 94ºC X 30 seg 
Anillamiento 
Touch Down 
62°C X 45seg (-
1°C X ciclo 
Extensión 72ºC X 1min 
18 ciclos 
 94°C X 30seg  
 45°C X 45seg 
 72°C X 1min 
 72°C X 5min, 
20 ciclos 
Tabla 8. Resumen condiciones de PCR touch down en chigüiro para los primers P3 y P4 
diseñados por Sánchez et al (1996). 
 
A partir de estos datos y considerando que con el primer set de primers se obtuvo 
amplificación se decidió intentar amplificar mezclando el primer 1 (P1: CCC ATC TCT 
GAC TTC CTG GT) con el primer 4 (P4: AGT TTG GGT AAT TCT CTC TGT) 
 
Figura 23. Evaluación de amplificación en PCR touch down de SRY en chigüiro, empleando 
los primers P3: GTC AAG CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT TTG GGT AAT TCT CTC TGT 
(Sánchez et al 1996). Gel de agarosa 2%, las muestras corresponden a: LL (Lambda ladder 
100pb) 1. ADN Chigüiro donado por el Profesor L. F. García, 2. ADN Chigüiro extraído a partir de 
carne por método fenol:cloroformo, 3. ADN Chigüiro (CHPS) extraído a partir de sangre por medio 
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del Kit comercial Wizard Promega® y 4. ADN Chigüiro (CHPS) extraído a partir de sangre por 
medio del protocolo fenol cloroformo, las condiciones de corrido fueron 100 voltios durante 60 
minutos.   
 
5.3.3 AMPLIFICACIÓN DE SRY USANDO PRIMER 1 Y PRIMER 4 (P1: CCC ATC TCT 
GAC TTC CTG GT y P4: AGT TTG GGT AAT TCT CTC TGT). 
 
Debido a los resultados negativos registrados se intento amplificar mezclando los primers 
P1 y P4. Se realizó el perfil descrito anteriormente, es decir con anillamiento inicial de 
55°C X 45seg (-0.5°C X ciclo), las muestras usadas fueron, ADN chigüiro macho Piscilago 
(CHPS) y ADN de ratón, las concentraciones finales fueron: primers (0.2uM), y se duplicó 
la concentración de taq empleada hasta el momento (de 0.625u/ul a 1,25u/ul) 
  
Al mezclar estos primers se esperaba un producto de 389pb aproximadamente, sin 
embargo, solo se observó amplificación con un tamaño de 550pb únicamente en la 
muestra de chigüiro (no mostrado). En consecuencia, se optó por repetir el experimento, 
pero incluyendo muestras de hembras de chigüiro para saber si la amplificación era 
diferencial entre ambos sexos.  
 
5.3.3.1 PCR TOUCH DOWN 2 
Se repitió el experimento anterior contando esta vez con muestras de ratón, chigüiro 
Piscilago (CHPS) y dos hembras de chigüiro CH3C y Ch10B, la muestras se sembraron 
en gel de agarosa 2% (Figura 24).  
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Figura 24. Productos de amplificación en PCR touch down 1 de SRY para chigüiro (ambos 
sexos) y ratón empleando los primers P1: CCC ATC TCT GAC TTC CTG GT y P4: AGT TTG 
GGT AAT TCT CTC TGT (Sánchez et al 1996). Electroforesis en gel de agarosa 2%. LL (Lambda 
ladder 100pb). Las condiciones de corrido fueron 100voltios durante 60 minutos. 
 
Según los resultados para el gradiente de cloruro de magnesio, por lo menos para este 
experimento parece ser irrelevante, puesto que se registró amplificación prácticamente 
todas las concentraciones para la muestras de chigüiro, La muestra de ratón al igual que 
en el experimento anterior no amplificó. Para las muestras de chigüiro hubo amplificación 
tanto en machos como en hembras, por lo que se hace evidente que la amplificación no 
corresponde a una región exclusiva de los machos. Se repitió la PCR empleando todas 
las muestras posibles, con el objetivo de hacer un análisis más preciso luego de  
secuenciar la región de amplificación. 
 
5.3.3.2 PCR TOUCH DOWN 3 
Las condiciones de la PCR anterior se mantienen, sin embargo esta vez no se empleó 
gradiente de cloruro de magnesio y por ende todas las muestras contaron con una 
concentración final de 2.5mM para este reactivo.  Se usaron diferentes muestras de ADN 
de chigüiro de ambos sexos con el fin de enviar a secuenciar. Las muestras se sembraron 
en gel de agarosa 2% (Figura 25). Aunque la amplificación es evidente en ambos sexos, 
el gel muestra una pequeña diferencia de peso entre las bandas del macho (pozo 1 y 2) y 
las bandas de las hembras (pozo 3-19). Por lo anterior las bandas se enviaron a 
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secuenciar, buscando posibles diferencias entre la secuencia, para plantear como 
alternativa un PCR-RFLP.  Sin embargo, las secuencias no poseen dichas diferencias (no 
mostrado).      
 
Figura 25. Productos de amplificación en PCR touch down 2 de SRY para chigüiro (ambos 
sexos) empleando los primers P1: CCC ATC TCT GAC TTC CTG GT y P4: AGT TTG GGT AAT 
TCT CTC TGT (Sánchez et al 1996). Electroforesis en gel de agarosa 2%. LL (Lambda ladder 
100pb). Las condiciones de corrido fueron 100voltios durante 60 minutos. 
 
Conclusión 
Basado en esta secuencia de experimento y considerando que: 1. Con los primers de 
Sánchez et al (1996) se obtuvo amplificación en chigüiro aunque inespecífica (ver PCR 
GRADIENTE 7); 2. los dímeros de primer fueron evidentes en las PCR touch down más 
no en el gradiente y 3. no se probaron estos primers con ADN de chigüiros  hembras, se 
optó por evaluar la especificidad de esta banda para machos, independientemente de que 
su tamaño fuera mayor del esperado. 
 
5.3.4 REPLANTEAMIENTO DE LAS AMPLIFICACIONES CON SEGUNDO SET DE 
PRIMERS (P3: GTC AAG CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT TTG GGT AAT TCT 
CTC TGT). 
 
5.3.4.1 PCR GRADIENTE 8 
Por sugerencia del Dr. Sánchez (Com pers.), se decidió bajar la temperatura de 
anillamiento a 42°C como en efecto se había realizado previamente, además una vez 
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revisadas las PCR previas para este set de primers se encontró que la concentración de 
Taq había permanecido estable, por tal razón se duplicó la concentración de esta enzima 
(de 0,625u/ul a 1.25u/ul), con respecto a los demás reactivos.  Las concentraciones 
finales fueron: MgCl2 (2,5mM), primers (0,2uM), dNTPs (0,2mM), buffer (1X), de ADN 
molde se agrego 1ul, el volumen final de reacción fue 12,5ul. 
 
La PCR contó con el siguiente perfil: 94°C X 5min, 94°C X 1min, 42-56°C X 47seg 
(gradiente), 72°C X 40seg, 72°C X 5min, 10°C X 5min (35 ciclos), las temperaturas 
internas del gradiente fueron 42, 49.2, 43.5, 45-4, 47.4, 49.5, 50.4, 52.2, 53.8, 55.1, 55.5 y 
56°C,  
Resumen SRY-HMG Observaciones Mezcla 
P3: GTC AAG CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT TTG GGT AAT TCT CTC TGT) Sánchez et 
al 1996 
Denaturación 94°C X 5min  Se redujo la temperatura de 
anillamiento hasta 42°C, por 
sugerencia del Dr. Sánchez, las 
T° evaluadas fueron: 42, 49.2, 
43.5, 45-4, 47.4, 49.5, 50.4, 
52.2, 53.8, 55.1, 55.5 y 56°C. 
las muestras fueron un macho y 
una hembra de chigüiro, 
además se duplico la 
concentración de taq 
 
Resultado: Se observó 
amplificación de mayor tamaño 
del esperado, aunque solo en 
machos. Figura 26 
Primer 1uM, dNTPs 
0,2mM y taq 
0,625u/ul,  
 ADN 50ng/ul. 
MgCl2 1,5, 2,0, 2,5 
y 3,0 mM 
(gradiente). 
Denaturación 94ºC X 1min 
Anillamiento 42-56°C X 
47seg 
Extensión 72ºC X 40seg 
Extensión 72°C X 5min  
Final  10°C X 5min 
Tabla 9. Resumen condiciones de PCR gradiente en chigüiro para los primers P3 y P4 diseñados 
por Sánchez et al (1996). Obtención de amplificación solo en machos. 
 
Se empleó una muestra para macho (CHSC) y otra para hembra (CH3B), las muestras se 
sembraron en gel de agarosa 2% (Figura 26). Se observó amplificación únicamente en 
macho, principalmente en 42, 43.5 y 47.4°C, no se observan productos inespecíficos en 
estas temperaturas. La banda es muy similar a la obtenida en PCR GRADIENTE 7. 
Resultó intrigante que aunque no es la banda del tamaño esperado, no hubo amplificación 
en la muestra de hembra. Se decidió repetir este experimento incluyendo las demás 
muestras disponibles a la fecha (tanto machos como hembras), a fin de verificar la 
reproducibilidad de los resultados. 
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Figura 26. Productos de amplificación en PCR gradiente de SRY Chigüiro (ambos sexos) 
empleando los primers P3: GTC AAG CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT TTG GGT AAT 
TCT CTC TGT (Sánchez et al 1996). Electroforesis en gel de agarosa 2%. Las muestras 
corresponden a macho (CHSC) y hembra (CH3B). Las condiciones de corrido fueron 100voltios 
durante 60 minutos. 
 
5.3.4.2 PCR GRADIENTE 9 
Se repitió el mismo ensayo descrito en la PCR previa, pero se emplearon tres muestras 
de hembra (CH3B, CH10B y CH13A) y tres de chigüiro macho (CHSC2, CHSC3 y CHPS).  
Los productos de amplificación se sembraron en gel de agarosa 2% (Figura 27) 
 
Los resultados fueron consistentes con los del experimento anterior, en las hembras la 
amplificación es nula, mientras que en los tres machos las temperaturas de anillamiento 
más bajas tuvieron amplificación positiva. No se observa más de una banda en ninguna 
de las temperaturas probadas. Es evidente que la falta de amplificación en las hembras 
no obedece a mal estado del ADN de las mismas, puesto que estas muestras fueron 
empleadas en la PCR touch down 3 donde amplificaron satisfactoriamente (Figura 25).  
A. 
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B. 
 
 
C. 
 
Figura 27. Productos de amplificación exclusivo para chigüiros macho por medio de PCR 
gradiente empleando primers de SRY. P3: GTC AAG CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT 
TTG GGT AAT TCT CTC TGT (Sánchez et al 1996). Electroforesis en gel de agarosa 2%. Las 
muestras corresponden a: A. Hembra CH3B y CH10B, B. Hembra CH13A y macho CHSC2 y C. 
Machos CHSC3 y CHPS. Las condiciones de corrido fueron 100voltios durante 60 minutos. 
  
Posteriormente se repitió el experimento anterior empleando PCR convencional.  Se 
estableció el anillamiento a 43°C como temperatura óptima de amplificación, los demás 
pasos del perfil la PCR y las concentraciones de los reactivos permanecieron sin 
modificaciones con respecto al experimento anterior. Las muestras se sembraron en gel 
de agarosa al 2%. Se obtiene amplificación solo en machos, una vez más sin ningún 
producto inespecífico (no mostrado). 
 
Conclusión 
Con los últimos experimentos se logró obtener una banda de 550 pb específica para 
machos de H. hydrochaeris. Aunque la banda no corresponde al tamaño esperado, si 
podria usarse para el objetivo propuesto, ya que fue probada con amplificación positiva 
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para cuatro machos y negativa para cuatro hembras. El perfil estandarizado fue: 94°C X 
5min, 94°C X 1min, 43°C X 47seg, 72°C X 40seg, 72°C X 5min, 10°C X 5min (35 ciclos).  
 
PARTE III: ANÁLISIS DE SECUENCIAS 
6. SECUENCIAS DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS 
Los amplicones que se sometieron a secuenciación fueron: los obtenidos para los primers 
de Amelogenina F: CGG CTG CCT TAT CAT GCT CTG y R: TGC CTC CAA TCA TGC 
GAG AA (Snead et al 1985) (292pb). Para SRY-HMG los productos amplificados al 
combinar P1: CCC ATC TCT GAC TTC CTG GT y P4: AGT TTG GGT AAT TCT CTC 
TGT y el producto obtenido para los machos de chigüiro con los primers P3: GTC AAG 
CGC CCC ATG AAT GCA T y P4: AGT TTG GGT AAT TCT CTC TGT (Sánchez et al 
1996).   
 
Para los primers de Amelogenina se obtuvo una secuencia cuya identidad no es alta con 
respecto a la reportada en bases de datos. Para el producto observado en machos y 
hembras con los primers P1 y P4, la secuencia correspondiente tiene una alta similaridad 
con un gen autosómico de mamíferos entre ellos el humano.  Este hecho explicaría la 
amplificación en ambos sexos de chigüiro. Con respecto al producto de los primers P3 y 
P4 observado solo en machos, no se encuentra una secuencia homóloga en NCBI a 
pesar de poseer más de 500pb. Las secuencias también se evaluaron desde su proteína 
predicha, sin embargo los resultados no cambiaron con respecto a los obtenidos con la 
secuencia de nucleótidos.  
 
PARTE IV: CONTROL DE REACTIVOS 
A lo largo de todo el proceso de estandarización de la PCR, fue necesario llevar un control 
sobre los reactivos utilizados en la investigación.  Con este fin, dichos reactivos se 
emplearon para reproducir amplificaciones ya establecidas por otros laboratorios, a fin de 
disminuir el ruido en los resultados por posible deterioro de los mismos. para ello, se 
empleo ADN y primers para bacterias transformadas; estas muestras fueron facilitadas 
por el laboratorio de biología molecular de la Universidad Nacional de Colombia Sede 
Bogotá, se esperaba un amplificado de 250 pb.;  El producto de las amplificaciones se 
sembró en gel de agarosa al 2% (Figura 28A). 
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El gen 16S (housekeeping) también fue empleado para establecer la calidad de los 
reactivos, en esta oportunidad los primers y las muestras del ratón fueron donados por el 
profesor Luis Fernando García, en este ensayo además de emplear los reactivos de la 
investigación, se emplearon reactivos facilitados por el laboratorio de Conservación 
Genética (Figura 28B).  
              
 
Figura 28. Control de reactivos Gel de agarosa al 2%, A. Amplificación a partir de bacterias 
transformadas (250pb), LL: lambda ladder 100pb, B. amplificación de 16S,  en ADN genómico 
de ratón. 
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6. DISCUSIÓN 
 
Los mecanismos de determinación de sexo en animales continúan siendo de interés 
científico aun después de más de medio siglo de investigaciones, las herramientas 
ofrecidas por la biología molecular y la genética han permitido avanzar eficientemente en 
la identificación de sexo de individuos en diferentes especies, lo cual resulta de utilidad en 
casos forenses, diagnóstico prenatal  y planes de conservación de vida silvestre (como en 
H. hydrochaeris), entre otros. Lo anterior además, ha puesto de manifiesto que estos 
mecanismos son muy diversos y de rápida evolución. 
 
La limitación de la determinación de sexo mediante herramientas moleculares, está 
asociada a encontrar una secuencia específica en cromosomas sexuales que presente 
diferencias entre machos y hembras, factibles de ser evidenciadas por metodologías 
como el producto amplificado en una PCR o un corte diferencial con enzimas de 
restricción. No es necesario que el gen este involucrado en rutas metabólicas que 
conlleven a la diferenciación sexual; las secuencias pueden ser de otros genes 
responsables de funciones diferentes o incluso secuencias no codificantes, pero que 
tengan diferencias entre los cromosomas sexuales y que no se encuentren en autosomas. 
Los genes más utilizados para la identificación molecular de sexo son SRY y Amelogenina 
en mamíferos; en aves, ha mostrado gran utilidad el gen de la cromohelicasa que tiene 
diferencias en el tamaño del intrón sobre los cromosomas W y Z. 
 
Algunas limitaciones y consideraciones a tener en cuenta en el análisis genético 
molecular en la búsqueda de genes son: 1.el encontrar genes relacionados entre especies 
(aun siendo estos ortólogos) no necesariamente involucran una función similar, si se 
considera que los contextos biológicos de expresión pueden ser muy diferentes, 2. con 
respecto a la función en si misma, aun existen muchos factores desconocidos en términos 
de la flexibilidad de las rutas metabólicas, por ejemplo en caso de que mutaciones 
inducidas pueden no ser evidentes en el fenotipo como consecuencia de posibles 
substituciones por parte de otras proteínas. Lo anterior son pautas a tener presentes 
cuando se exploran especies poco estudiadas, a partir de las bases de datos y a fin de no 
caer en reduccionismos biológicos (Marin y Baker 1998). 
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6.1 EXTRACCIÓN DE ADN, MUESTRAS Y ALMACENAMIENTO 
Durante la investigación, las extracciones de ADN realizadas con el kit comercial Wizard 
Promega® y Fenol: Cloroformo no mostraron una marcada diferencia en términos de 
cantidad de ADN extraído, aunque cabe aclarar que el tiempo requerido para la extracción 
con el kit comercial es sustancialmente menor. Sin embargo, para efectos de 
amplificación, el ADN obtenido con  el método de Fenol mostró resultados, coincidiendo 
con la metodología de elección de otros autores (Fu et al 1997, Bullejos et al 1999, 2000, 
Chen et al 2008).  A pesar de que las tarjetas FTA® son los elementos preferidos en 
genética forense, su costo es muy alto comparado con los mismos resultados que pueden 
obtener por las demás metodologías mencionadas anteriormente; , específicamente en 
nuestro caso, se agotó el buffer de extracción y otros lotes no tuvieron éxito. Al consultar 
con los proveedores, fuimos informados que no debíamos haber partido las tarjetas, pues 
por economía, realizamos cortes de la tarjeta para que nos diera la posibilidad de más 
usos. Para el presente estudio resultó muy satisfactorio el almacenamiento de sangre en 
tubo con el anticoagulante EDTA. 
 
Con respecto a la carne, fue importante el haber podido extraer ADN a partir de carne 
salada (procesada) y más aun haber obtenido amplificación del material genético 
degradado que de allí se aisló, considerando que el MAVDT en sus jornadas de control 
encontrara este tipo de muestras.  
 
6.2 AMPLIFICACIÓN AMELOGENINA 
Aunque la amplificación de Amelogenina en chigüiro resultó positiva al emplear la mezcla 
convencional y el reactivo Master Mix®, la diferencia radicó en el protocolo de extracción 
de ADN, resultando ser más favorable la PCR con muestras procesadas con 
Fenol:Cloroformo comparadas con las obtenidas con el kit comercial Wizard Promega®, 
posiblemente por la limpieza del material genético obtenido, producto de la mayor 
cantidad de lavados requeridos por el protocolo descrito por Sambrook et al (2003). Otro 
factor que tuvo un papel relevante en la amplificación de Amelogenina fue la 
concentración de MgCl2, con el cual a una concentración final de 2.5mM solo amplificó en 
ratón, por lo que fue necesario incrementarlo a 3mM en las muestras de chigüiro. Una 
similitud entre ambas muestras fue el alto intervalo de temperaturas en las que hubo 
amplificación.  
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Para Amelogenina algunos productos inespecíficos en chigüiro, más pequeños que la 
banda esperada (292pb) lograron reducirse en intensidad, sin embargo otras bandas 
inespecíficas continuaron evidenciándose, aun después de hacer los tratamientos 
sugeridos por la literatura para tal fin 
(http://www.med.yale.edu/genetics/ward/tavi/Trblesht.html). Esto contrasta con la única y 
muy pronunciada banda obtenida para ratón, lo cual podría indicar que en efecto el 
genoma de chigüiro ha sufrido cambios substanciales, contando con más de una 
secuencia similar y afín a los primers empleados.  En consecuencia, una vez secuenciada 
la banda de interés en varios individuos, será posible diseñar una secuencia consenso a 
partir de la cual diseñar primers más específicos para esta especie.  
 
A pesar de lo anterior, y de haber logrado estandarizar la amplificación de una secuencia 
del gen de Amelogenina, este procedimiento no podrá usarse solo para la determinación 
de sexo en chigüiro, ya que tanto los machos como las hembras tienen cromosoma X y en 
los dos existirá amplificación. Este producto de amplificación fue empleado más como 
control positivo para evaluar la calidad del ADN a ser empleado en las amplificaciones de 
SRY y de esta manera reducir ruido. 
   
6.3 AMPLIFICACION SRY 
Las bandas inespecíficas obtenidas con el primer set de primers para SRY-HMG, son 
consistentes con dos aspectos: el primero la baja identidad bioinformática de estos 
primers según BLAST; y segundo el haber diseñado uno de los primers (P1) por fuera de 
la caja HMG, debido a que las regiones flanqueantes suelen ser muy variables entre 
especies, solo pudiéndose alinear entre especies muy relacionadas (Whitfield et al. 1993; 
Tucker y Lundrigan 1993, Wang y Shan 2000), lo cual no es el caso de Mus musculus y 
Rattus norvergicus con respecto al chigüiro. Sin embargo, debido a la falta de información 
en bases de datos para esta última especie, fue necesaria una aproximación desde estos 
roedores. La poca especificidad de estos primers a su vez permite explicar la 
amplificación no diferencial entre sexos (amplificación de regiones autosómicas) al 
combinar los primers P1 y P4.  
 
Lo anterior contrasta con el segundo set de primers diseñados por Sánchez et al (1996) 
los cuales además de ser muy robustos bioinformáticamente, alinean al interior de SRY-
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HMG, siendo empleados satisfactoriamente en otras especies, así: insectívora, rodentia y 
Chiroptera 32 especies y solo para la familia MIcrotidae casi igual cantidad de especies 
(Sánchez et al 1996, Bullejos et al 1999, Bullejos et al 2000, Josef y Adam 2003, Acosta 
et al 2010). Sin embargo, a pesar del uso exitoso en diversas especies, incluso no muy 
cercanas, en el presente estudio no fue posible obtener amplificación positiva para SRY-
HMG en chigüiros.  Dicho resultado puede explicarse por variaciones de la caja HMG que 
posiblemente ocurrieron en esta especie y en consecuencia la falta de anillamiento de 
estos primers.  Por otro lado, es ampliamente conocido que la caja HMG suele ser muy 
conservada entre mamíferos y aun más al interior de especies del mismo orden (Margarit 
et al 1998), además, estos primers han permitido la amplificación de SRY-HMG en 
especies evolutivamente más distantes, como murciélagos (Bullejos et al 2000). parteen 
concebible que la acumulación de mutaciones en esta secuencia haya podido resultar en 
un cambio o pérdida de la función (unión a ADN) que desempeña SRY-HMG  (Chen et al 
2008). 
 
La segunda hipótesis contempla la posibilidad de que varios factores como la 
determinación de masculinidad en chigüiro no obedezca al gen SRY, la eventual carencia 
de función de éste, y por ende el no estar sujeto a presiones selectivas, haya conllevado a 
la acumulación de suficientes mutaciones que alteraron la conservación de HMG, lo que 
explicaría la falta de amplificación. Esta excepción al sistema tradicional de determinación 
de sexo en mamíferos (independiente de SRY) ya ha sido reportada para otros  roedores, 
específicamente dos especies de topos del género Ellobius (Just et al 1995) y la rata 
espinosa Tokudaia osimensis (Soullier et al 1998) lo cual está asociado con cambios 
cariotípicos de estas especies, incluyendo ausencia del cromosoma Y. No obstante, el 
carecer de SRY no implica necesariamente la pérdida del cromosoma Y, como lo confirma 
Chen et al (2008) para Microtus mandarinus mandarinus. Por lo tanto, es factible que el 
chigüiro, aun contando con el cromosoma Y, como se comprueba en el cariotipo (O'Brien 
2006) carece de SRY. Esta hipótesis se hace aun más fuerte cuando se evalúan los 
resultados negativos del southern blot al someter el ADN de chigüiro con sonda de HMG 
roedores (Dr. Sánchez, 2010 com. pers). 
 
A pesar de la falta de amplificación de SRY-HMG con el segundo set de primers, 
consideramos de mucho interés la banda diferencial entre sexos obtenida a bajas 
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temperaturas de anillamiento. Se sometieron varias muestras de ADN de ambos sexos, 
se logró reproducibilidad de los resultados y se probó un gradiente de temperatura amplio, 
que permite afirmar que esta banda es confiable para discriminar entre sexos.   
 
6.4 SECUECIAS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS 
Como se comentó previamente, las secuencias para Amelogenina no mostraron  una 
identidad alta con las secuencias reportadas en las bases de datos. Es factible que se 
haya obtenido la secuencia de una de las bandas inespecíficas evidenciadas en la 
electroforesis. Por lo anterior, actualmente se esta purificando el producto del tamaño 
específico para volverlo a secuenciar. 
 
A pesar que se intentó disminuir los productos inespecíficos, en la secuencia reportada 
existe un pequeño fragmento que indica existencia de otro producto además del deseado 
de 292 pb. En la actualidad, se esta trabajando para purificar el producto desde el gel y 
enviar a secuenciar nuevamente. Las secuencias obtenidas de los amplificados para SRY 
al emplear los primers P1-P2 y P1-P4 tampoco tenían una identidad significativamente 
alta con secuencias relacionadas al cromosoma Y, sino a fragmentos de genes 
autosómicos, lo cual permite explicar la amplificación en ambos sexos del chigüiro, Esto a 
su vez indicaría que la región 3´ flanqueante a HMG de chigüiro (sitio de unión de P1) es 
muy similar a la secuencia autosomica de otros mamíferos y a la vez muy diferentes con 
la región de Mus musculus, Rattus norvergicus y Cavia porcellus empleados para el 
diseño de este primer. 
 
La secuencia correspondiente al amplicon obtenido con los primers P3-P4 (Sánchez et al 
1996), no fue reconocida por Blast. Cuando se sometió su péptido predicho a la misma 
base de datos, las identidades de esta proteína no superaron el 34% en el mejor de los 
casos y no corresponde a ninguna proteína relacionada con mamíferos. Cabe aclarar que 
posee demasiados codones de terminación y por ende podría corresponder a una región 
intrónica diferencial del cromosoma Y, lo cual explica la amplificación solo en machos. 
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6.5 CONSIDERACIONES CROMOSÓMICAS Y UN GEN CANDIDATO PARA LA 
MASCULINIDAD EN CHIGÜIRO 
Los sistemas de determinación de sexo en el mundo animal son bastante diversos y 
pueden depender tanto de factores ambientales como genéticos. Por esta razón es 
posible encontrar nuevas formas de determinación de sexo aun al interior de especies del 
mismo género. 
  
Los cromosomas sexuales XY se encuentran en las tres subclases de mamíferos 
(monotremas, marsupiales y placentarios), aunque las interacciones durante la meiosis y 
su número constituyen diferencias significativas. En el caso particular de los placentarios, 
los cromosomas X y Y pueden recombinarse durante la meiosis gracias a pequeños 
segmentos homólogos entre ellos denominados Regiones Pseudoautosómicas (PAR) 
(Grützner et al 2004). Excepciones al sistema tradicional XX (hembras) y XY(machos) se 
han reportado para algunas especie de roedores (Just et al 1995, Soullier et al 1998) 
donde su cariotipo es XO o XX, para machos y hembras;  esto demuestra la rapidez de 
cambio de los sistemas de determinación de sexo, proceso que lleva consigo la 
degeneración cromosómica principalmente de Y, el cual tiende a transferir paulatinamente 
genes a otros cromosomas (Charlesworth et al 1996), al tiempo que pierde tamaño.  
 
Estos hechos soportan la idea de una posible transición que estaría en curso actualmente 
del sistema XX/XY al XX/X0, ya planteada por  Chen et al (2008) para Microtus 
mandarinus mandarinus, una especie que a pesar de contar aun con el cromosoma Y 
carece del gen SRY. Este fenómeno muy posiblemente coincidiría con el estado de 
determinación de sexo actual del chigüiro. De ser así, el gen candidato más opcionado a 
suplir la función de SRY sería un miembro de la familia SOX, debido a que estos poseen 
el dominio de proteína HMG (de unión a ADN) semejante a SRY-HMG. El gen SOX3 se 
encuentra en el cromosoma Y y las investigaciones lo postulan como el antecesor común 
a todos los genes SOX y SRY (Stevanovic et al 1993, Collingnon 1992, 1996).  Otro gen 
SOX bien estudiado es SOX2, no parece tener una función en determinación de sexo, 
sino en otros procesos del desarrollo embrionario, al igual que la mayoría de genes de 
esta familia. 
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Por lo anterior y considerando la información reportada en la literatura, consideramos que 
SOX9 podría ser un fuerte candidato para sustituir la función de SRY en chigüiro, 
principalmente por tres razones. Primero, SOX9 es el gen blanco de SRY para 
desencadenar la rutas metabólicas que dan lugar a la formación de testículos en la 
mayoría de mamíferos (Kanai et al 1999; Morais da Silva et al 1996).  Segundo, el gen 
Sox9 está altamente conservado entre peces, aves y mamíferos y su expresión es 
específica en las gónadas masculinas de aves y mamíferos, por ejemplo 11.5 DPC en 
ratones, siendo nula su expresión en las hembras, esto hace que actualmente se 
considere como un gen determinante en la formación de gónadas masculinas y 
predecesor de SRY (Morais da Silva et al 1996). Y tercero, un hallazgo relevante de la 
importancia de Sox9 fue un caso de reversión sexual en humanos (XX) producto de una 
duplicación de este gen en el cromosoma 17, lo cual condujo al desarrollo de testículos 
(Huang 1999). 
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7. CONCLUSIONES 
 
La mayor contribución de este estudio es una metodología estandarizada candidata 
para la posible determinación molecular de sexo en chigüiro a partir de sangre y 
carne. En el proceso de desarrollar ésta metodología, otros tópicos fueron explorados 
come se describe a continuación. 
 
 No se detectaron secuencias homólogas a SRY-HMG en el genoma de 
Hydrochoerus hydrochaeris, en consecuencia se sospecha que la región 
conservada HMG no se encuentra en ésta especie o ha sufrido grandes cambios 
evolucionarios, y por ende, la determinación del sexo pudiera haber sido asumida 
por otro gen. Las investigaciones de la literatura, permiten pensar en SOX9 como 
el gen más opcionado para sustituir a SRY en la determinación de la masculinidad 
para chigüiro. 
 
 La hipótesis de la carencia de HMG en chigüiro se ve altamente respaldada por 
tres razones. Primera, la eficiencia de los primers diseñados por Sánchez et al 
(1996) para este fin y empleados en este estudio. Segunda, por la señalización 
negativa obtenida por southern blot para chigüiro, Sánchez (2010). Y tercera, los 
resultados coinciden con los reportados por Chen et al (2008) para Microtus 
mandarinus mandarinus donde se emplearon metodologías similares a la nuestra.  
 
 Los resultados obtenidos al emplear las herramientas bioinformáticas fueron 
congruentes con los resultados in vitro, lo cual confirma la precisión de las 
mismas. 
 
 Las variables que resultaron ser más relevantes durante la estandarización de las 
PCR fueron: concentración de MgCl2, taq y primers, siendo menos incidentes 
concentración de dNTPs y plantilla de ADN. 
 
 Los resultados obtenidos tanto con Amelogenina como con SRY en chigüiro, 
permiten especular que a nivel genómico y evolutivo esta especie ha tenido 
grandes cambios con respecto a los demás roedores.  
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 El presente estudio logró estandarizar el siguiente perfil de amplificación de 
Amelogenina: 95°CX4min, 95°C X 45seg, 58 X 45seg, 72°CX40seg, 72°C X 3min, 
(35 ciclos). 
 
 El perfil estandarizado para amplificar una banda de 450 pb en machos fue: 94°C 
X 5min, 94°C X 1min, 43°C X 47seg, 72°C X 40seg, 72°C X 5min, 10°C X 5min (35 
ciclos).  
 
 Con los anteriores perfiles es posible usar estas metodologías para la 
determinación molecular de sexo en chigüiro a partir de sangre y carne. 
  
 Se recomienda el método de Fenol:Cloroformo para la extracción de ADN. Para la 
amplificación se recomienda el uso de mezcla convencional, lo cual resulta más 
económico y en algunas oportunidades más eficiente que los kits comerciales. Lo 
anterior se puede traducir en una garantía de sostenibilidad y viabilidad en el 
tiempo para la prueba, si se considera que  ésta será aplicada rutinariamente por 
parte del MAVDT. 
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8. PERSPECTIVAS 
 
 Por los resultados nuevos de este estudio para el chigüiro, es recomendable 
continuar con la búsqueda del gen determinante de sexo en chigüiro, empleando 
nuevas sondas en el southern blot y empleando otras tecnologías como FISH y 
micromanipulacion del cromosoma Y.  
 
 No se descarta que a futuro se requieran estudios de expresión génica y desarrollo 
embrionario, para ahondar en el estudio de esta especie desconocida a nivel 
genético y molecular. 
 
 Una vez aprobada la caza y comercialización de chigüiro, será imprescindible 
aumentar los estudios de esta especie, a fin de monitorear estabilidad ecológica y 
su viabilidad en el tiempo. 
 
 La promoción, aprobación y regulación activa de zoocriaderos es altamente 
recomendable como una tarea del estado colombiano, puesto que en este 
contexto la caza diferencial por sexo resulta mucho más sencilla para quienes 
desarrollen la actividad comercial.  Sin embargo, considerando la reglamentación 
del Ministerio de Protección social (directrices sanitarias), es importante que se 
den las facilidades logísticas, económicas y legales para que las personas con 
bajos recursos, también puedan hacer parte del aprovechamiento del chigüiro. 
 
 En la actualidad el chigüiro es una especie ecológicamente estable y representa 
un potencial importante de desarrollo sostenible para el país, principalmente para 
la región Orinoquia. Sin embargo, de no darse cumplimiento a las pautas de 
aprovechamiento arrojadas por varias investigaciones, su viabilidad en el tiempo 
se puede ver amenazada por la legalización de su caza y uso comercial. 
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ANEXO A 
RESOLUCIÓN REQUISITOS SANITARIOS Y DE INOCUIDAD DE LA CARNE DE 
CHIGÜIROS 
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ANEXO B 
KIT PARA PURIFICACIÓN DE ADN GENÓMICO, WIZARD PROMEGA® 
(SANGRE) 
 
Aislamiento de ADN genómico de sangre total (vol. de la muestra 300ul ó 3ml). 
Materiales a ser suministrados por el usuario: 
 Tubos de microcentrífuga de 1.5 ml, estériles. 
 Tubos de centrifuga de 15ml,  estériles (para muestras de sangre de 3 ml). 
 Agua a 37°C. 
 Isopropanol a temperatura ambiente. 
 Etanol al 70% a temperatura ambiente. 
 Agua a 65°C (opcional, para una rápida rehidratación del ADN). 
 
1. Para 300ul de muestra, adicionar 900ul de solución de lisis celular a un tubo de 
microcentrífuga de 1.5 ml, estéril.  
Para 3 ml de muestras, adicionar 9.0 ml.de solución de lisis celular a un tubo de 
centrifuga de 15 ml, estéril.    IMPORTANTE: La sangre debe ser colectada con 
anticoagulantes como EDTA, heparina o citrato. 
 
2. Sacudir suavemente el tubo de la sangre hasta mezclar completamente, luego 
transferir la sangre al tubo que contiene la solución de lisis celular. Invertir el tubo 5 a 
6 veces para mezclar. 
 
3. Incubar la mezcla por 10 min. a temperatura ambiente (invertir 2  a 3 veces durante 
la incubación) para lisar los glóbulos rojos centrifugar a 13.000-16.000 gravedades 
(g) durante 30 seg. a temperatura ambiente para 300ul de muestra o a 2.000 g 
durante 10 min. a temperatura ambiente para 3 ml de muestra. 
 
4. Remover y descartar tanto sobrenadante como sea posible SIN perturbar el pellet 
blanco visible. Aproximadamente 10-20ul de liquido residual permanecerá en el tubo 
de 1.5 ml (300ul de muestra). Y aproximadamente 50-100ul de líquido permanecerá 
en el tubo de 15 ml (3ml de muestra). 
 
Si la muestra ha sido congelada, repetir los pasos 1-4 hasta obtener el pellet blanco. 
Puede haber alguna perdida de ADN de muestras congeladas. NOTA: algunos 
glóbulos rojos o desechos celulares pueden ser visibles junto con las células 
blancas, si el pellet parece contener solo células rojas, agregar una alícuota 
adicional de solución de lisis celular después de remover el sobrenadante sobre el 
pellet celular y repita pasos 3-4.  
 
5.  Hacer vortex fuerte al tubo hasta que las células blancas estén resuspendidas (10-
15 seg.) “Células blancas de la sangre completamente resuspendidas garantizan una 
lisis celular eficiente”. 
 
6. adicionar solución de lisis nuclei (300ul para 300ul de muestra; 3 ml para 3 ml de 
muestra) al tubo que contiene las células resuspendidas. Pipetear la solución 5 a 6 
veces para lisar las células blancas, la solución se pondrá muy viscosa. Si después 
de mezclar, “grumos” de células son visibles incuban la solución a 37°C hasta que 
los “grumos” se desintegren. Si los “grumos” siguen siendo visibles después de 1 
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hora, agregar solución de lisis nuclei adicional (100ul para 300ul de muestra; 1.0 ml 
para 3 ml de muestra) y repetir la incubación. 
7. OPCIONAL: Adicionar solución RNAsa (1.5ul para 300ul de muestra; 15ul para 3 ml 
de muestra) al lisado nuclear y mezclar la muestra invirtiendo el tubo 2-5 veces. 
Incubar la mezcla a 37ºC durante 15 min. y después enfriar a temperatura ambiente. 
 
8. Adicionar solución de precipitación de proteína (100ul para 300ul de muestra; 1.0ml 
para 3ml de muestra) al lisado nuclear y hacer vortex fuerte durante 10-20 seg. 
Pequeños “grumos” de proteína deben ser visibles después del vortex. NOTA: si se 
puso solución de lisis nuclei adicional, en el paso 6, adicionar un total de 130ul de 
solución de precipitación de proteína para 300ul de muestra y 1.3ml para 3ml de 
muestra. 
 
9. Centrifugar a 13.000-16.000 g por 3 min. a Temperatura ambiente para 300ul de 
muestra y a 2.000 g durante 10 min. a temperatura ambiente para 3 ml de muestra.. 
Un pellet café oscuro de proteína se hará visible. Si el pellet no se observa, revisar 
sección IV. 
 
10. Para 300ul de muestra, transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrífuga 
limpio de 1.5ml que contenga 300ul de isopropanol a temperatura ambiente; para 
3ml de muestra transferir el sobrenadante a un tubo de centrifuga de 15ml que 
contenga 3ml de isopropanol a temperatura ambiente. 
NOTA: Algo de sobrenadante debe permanecer en el tubo original que contiene el 
pellet de proteína. Dejar este liquido residual en el tubo para evitar contaminar la 
solución de ADN con proteínas precipitadas.  
 
11. Mezclar suavemente la solución por inversión hasta que hebras de ADN semejantes 
a hilos blancos formen una masa visible. 
 
12. Centrifugar a 13.000-16.000 g durante 1 min. a temperatura ambiente para 300ul de 
muestra. Centrifugar a 2.000 g durante 1 min. a temperatura ambiente para 3ml de 
muestra. El ADN será visible como un pequeño pellet blanco. 
 
13. Decantar el sobrenadante y adicionar un volumen de muestra de etanol al 70% a 
temperatura ambiente al ADN. Invertir suavemente el tubo varias veces para lavar el 
pellet de ADN y las paredes del tubo de microcentrífuga. Centrifugar como en el 
paso 12. 
 
14. Cuidadosamente aspirar el etanol, usando una pipeta Pasteur. El pellet de ADN esta 
muy suelto en este momento por lo cual de debe ser cuidadoso para evitar aspirar el 
pellet con la pipeta. Invertir el tubo en papel absorbente limpio y esperar a que se 
seque el pellet durante 10-15 min. 
 
15. Adicionar solución de rehidratación de ADN (100ul para muestras de 300ul; 250ul 
para 3ml de muestra) al tubo y rehidratar el ADN incubándolo a 65°C por 1 hora, 
Mezclar la solución periódicamente golpeando suavemente el tubo. 
Alternativamente, rehidratar el ADN incubando la solución toda la noche (overnight) a 
temperatura ambiente o a 4°C. 
 
16. Almacenar el ADN a 2-8°C. 
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ANEXO C 
PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE SANGRE CONSERVADA EN 
TARJETAS FTA 
 
Extracción de ADN 
 
1. Aplicar la muestra a la tarjeta FTA y dejar secar. 
 
2. Limpiar el área de trabajo con etanol para evitar contaminación. 
 
3. Usar un micro-punch para tomar una pequeña porción de la tarjeta impregnada 
aproximadamente 1 mm, (evitar tomar los bordes de la gota de sangre porque allí 
se depositan las células más viejas), y colóquela en un tubo de PCR. 
NOTA: Limpiar el micro-punch con etanol entre muestra y muestra, secándolo 
muy bien con papel filtro cada vez que se limpie. Además,lLavar cada muestra 
con 200 microlitros de buffer FTA y dejar a temperatura ambiente, 
aproximadamente 30-60 minutos. El buffer disuelve la hemoglobina u otras 
proteínas asociadas a la muestra, e induce lisis en las células, dejando el DNA 
adherido a la tarjeta. 
 
4. Hacer dos lavados con agua destilada (200-300 microlitros), dejando 5 minutos el 
primer lavado y tres el segundo. 
 
5. Retirar el agua sobrante después del primer lavado, y deje secar el papel, en 
donde se encuentra adherido el ADN, listo para reacciones de PCR. 
 
6. De ser necesario adicionar 200 microlitros SDS 10% a cada muestra, falta el 
nuevo FTA 100 microlitros.  
 
7. También es posible diluir el DNA en un buffer, que recupera aproximadamente el 
60% de la muestra. 
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ANEXO D 
KIT DE PURIFICACIÓN GFX (AMERSHAM BIOSCIENCES), PARA ADN GENÓMICO 
DE SANGRE 
 
 Produce entre 4.5-7.5 ug de ADN, en muestras de 300ul de sangre. 
 Para muestras de sangre de 301ul-1.0ml usar “red blood cell lysis procedure”, en 
lugar de “RBC lysis”. 
 
1. Adicionar 3 veces el volumen de la muestra, de solución de lisis RBC al tubo de 
centrifuga (p.e. 3.0ml de RBC para 1ml de sangre). 
 
2. Transferir la muestra a la solución de lisis RBC. Mezclar fuertemente invirtiendo el 
tubo varias veces. 
 
3. Incubar 5 min. a temperatura ambiente. 
 
4. Centrifugar a 500g durante 2 min. para sedimentar las células blancas de la 
sangre. 
 
5. Remover el sobrenadante (por decantación o aspiración) SIN perturbar el pellet de 
células blancas. Algunos fluidos residuales permanecerán en el tubo; dichos 
fluidos (20-50ul) son necesarios para resuspender las células antes de la 
extracción.  
 
6. Resuspender el pellet de células en el sobrenadante (20-50ul), haciendo vortex 
fuerte transferir las células blancas resuspendidas a un tubo de microcentrífuga de 
1.5ml.  
 
EXTRACCIÓN 
 
7. Resuspender las células blancas con vortex fuerte en el sobrenadante residual 
(20-50ul). 
 
8. Antes de que las células se sedimenten completamente adicionar 500ul de 
solución de extracción para suspender las células blancas, mezclar fuertemente y 
hacer vortex vigorosamente. 
 
9. Incubar la mezcla de extracción durante 5 min. a temperatura ambiente, 
DURANTE la incubación tome una columna GFX de la colección de tubos para 
cada purificación NOTA: Pre-calentar el buffer o agua para elución a 70°C. 
 
10.  Transferir la mezcla de extracción en su totalidad a la columna GFX, centrifugar a 
5000 g (aprox. 8.000 rpm) en una microcentrífuga durante 1 min.   
 
11. Descartar el sobrenadante desocupando el tubo de colección. Ubicar la columna 
GFX fuera del tubo de colección. 
 
12. Adicionar 500ul de solución de extracción a la columna GFX. Centrifugar a 5.000g 
(aprox. 8.000rpm) durante 1 min. 
70 
 
 
13.  Descartar el sobrenadante desocupando el tubo de colección. Ubicar la columna 
GFX fuera del tubo de colección. 
 
14. Adicionar 500ul de solución de lavado a la columna GFX. Centrifugar a máxima 
velocidad (12.000-16.000 rpm) durante 3 mín. (esto también seca la columna 
antes de la elución). 
 
15. Descartar el tubo de colección y transferir la columna GFX a un nuevo tubo de 
microcentrífuga de 1.5ml (NO tubo de colección). 
 
16. Adicionar 100-200ul de buffer de elución pre-calentado o agua destilada doble 
autoclavaza directamente a la matriz de fibra de vidrio en la columna GFX. NOTA: 
volúmenes de elución tan bajos 20ul pueden ser usados para concentrar la 
muestra, pero esto reducirá la producción. Para volúmenes de elución inferiores 
50ul centrifugar a 12.000-16.000 rpm para recurar el ADN. 
 
17. Incubar la muestra a temperatura ambiente durante 1 min. 
 
18. Centrifugar a 5.000g (aprox. 8.000 rpm) durante 1 min. para recuperar el ADN 
purificado    
NOTA: El volumen actual recuperado será el 80-100% del volumen del buffer de 
elución aplicado a la columna. 
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ANEXO E 
PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN DE ADN A PARTIR DE SARGRE, POR MEDIO DEL 
MÉTODO FENOL CLOROFORMO 
 
Las siguientes cantidades son calculadas para 300ul de sangre: 
 
1. Descongelar la sangre a 37ºC. 
2. Agregar 300ul de  PBS (es decir, la misma cantidad de muestra) a cada tubo, 
mezclar con la micropipeta. 
3. Centrifugar a 5400 rpm durante 15 min. 
4. Descartar sobrenadante por inversión (en alcohol) y agregar 1 ml de buffer de lisis 
a cada muestra. NOTA: En este protocolo se adiciona buffer de lisis y proteinasa K 
al mismo tiempo. 
5. Tapar los tubos con parafilm para evitar evaporación e incubar durante 3 horas a 
56ºC con agitación leve. 
6. Sacar de incubación y hacer mucho vortex. 
7. Centrifugar a 10.000rpm durante 5 min a 4ºC. 
8. Dividir cada muestra en 2 tubos con igual volumen final total de muestra (p.e. si se 
obtuvo 1 ml de muestra total se reparten 500ul en cada uno de los 2 tubos). 
9. Adicionar fenol cloroformo alcohol isoamílico (25:24:1) la misma cantidad que se 
tiene de muestra, a cada tubo (el ejemplo serían 500ul. 
10. Mezclar fuertemente los tubos para homogenizar las fases. 
11. Centrifugar a 10.000-12.000 rpm durante 10 min. a 4ºC. 
12. Tomar sobrenadante sin tocar la fase intermedia y ponerlo en otro tubo (lo demás 
se descarta). 
13. agregar 1 ml. De cloroformo alcohol isoamílico (24:1) a cada tubo donde se agrego 
el sobrenadante (REACTIVO PELIGROSO). 
14. Mezclar fuertemente para homogenizar la muestra con la solución anteriormente 
descrita. 
15. Centrifugar a 10.000-12.000 rpm durante 10 min. a 4ºC. 
16. Extraer el sobrenadante, el resto se descarta.   
17. Agregar 1 ml. de etanol absoluto acetato de amonio (9:2) a cada muestra. 
18. Incubar a -70°C, como mínimo 1 hora o aun toda la noche. 
19. Sacar y centrifugar a 10.000-12.000 rpm durante 10 min. a 4ºC. 
20. Decantar el sobrenadante por invasión, teniendo cuidado de no desprender el 
pellet y secar con una toalla absorbente los restos de la solución anterior 
invirtiendo los tobos sobre ella. 
21. Agregar 1 ml. de etanol al 70%a cada muestra.  
22. Centrifugar a 10.000rpm durante 10 min. A 4°C 
23. Descartar por invasión y seguir el mismo paso 20. 
24. Dejar secar a temperatura ambiente el pellet obtenido. NOTA: Lavar dos veces 
con etanol al 70% si es necesario, depende de la muestra). 
25. Proceder a diluir el ADN con 25ul de buffer TE con el fin de realizar electroforesis. 
NOTA: Los reactivos se deben autoclavar para realizar una nueva extracción, o 
en su defecto se deben filtrar, es aconsejable un filtro Millipore de 0.22um. 
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ANEXO F 
PROTOCOLO: EXTRACCIÓN DE ADN DE TEJIDO POR MEDIO DEL KIT WIZARD 
PROMEGA® 
 
1. Para cada una de las muestras a ser procesadas adicione 120ul de solución EDTA 
0.5M (pH 8.0)a cada 500ul de solución de lisis nuclear en un tubo de centrifuga, 
enfriar en hielo. NOTA: La solución se tornara turbia cuando se enfrié. 
 
2. Adicionar 0.5-1cm de cola de ratón fresca o descongelada a un tubo de 
miucrocentrífuga de 1.5ml. NOTA: El tejido debe ser molido hasta convertirlo en un 
polvo fino, en nitrógeno líquido empleando un mortero y un macerador, el cual ha 
sido pre-enfriado en nitrógeno líquido. Luego transferir el pulverizado a un tubo de 
microcentrífuga de 1,5ml. 
 
3. Adicionar 600ul de solución EDTA/lisis nuclear (del paso 1) al tubo de 
microcentrífuga.   
 
4.  Adicionar 17.5ul de proteinasa K 20mg/ml. 
 
5. Incubar toda la noche a 55ºC con agitación leve. Alternativamente hacer una 
incubación de 3 horas a 55ºC (con agitación), hacer vortex a la muestra, una vez 
por hora si se hace la incubación de 3 horas. Asegurarse de que la cola esta 
completamente digerida. 
 
6. OPCIONAL COLA DE RATÓN: Adicionar 3ul de RNAsa al lisado nuclear y 
mezclar la muestra invirtiendo el tubo 2-5 veces. Incubar la mezcla por 15-30 
minutos a 37ºC. Permitir que la muestra se enfrie a temperatura ambiente, durante 
5 minutos a temperatura ambiente. 
 
7. A la mezcla a temperatura ambiente adicionar 200ul de solución de precipitación 
de proteína (SPP) y hacer vortex vigorosamente a máxima velocidad durante 20 
segundos. Enfriar la muestra en hielo durante 5 minutos. 
 
8. centrifugar a 13.000-16.000 gravedades durante 4 minutos, la proteína precipitada 
formara un pellet blanco y espeso. 
 
9. Cuidadosamente remueva el sobrenadante, el cual contiene el ADN (dejando atrás 
el pellet de proteína) y transfiriéndolo (el ADN) a un tubo nuevo de microcentrífuga 
de 1.5ml el cual debe contener 600ul de isopropanol a temperatura ambiente. 
NOTA: algo de sobrenadante puede permanecer en el tubo original que contiene 
el pellet de proteína: Dejar este liquido residual en el tubo para evitar contaminar el 
ADN con la proteína precipitada. 
 
10. Suavemente mezclar la solución por inversión hasta cuando hebras semejantes a 
hilos de ADN blancos formen una masa visible. 
 
11. Centrifugar a 13.000-16.000g durante 1 minuto a temperatura ambiente. El ADN 
será visible como un pequeño pellet blanco, cuidadosamente decantar el 
sobrenadante. 
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12. Adicionar 600ul de etanol al 70% a temperatura ambiente e invertir suavemente el 
tubo varias veces para lavar el ADN. Centrifugar a 13.000-16.000g durante 1 
minuto a temperatura ambiente. 
 
13. Aspirar cuidadosamente el etanol usando una pipeta Pasteur o una micropipeta. El 
pellet de ADN esta muy “suelto” en este punto y debe tratarse con cuidado para 
evitar aspirar el pellet con la pipeta. 
 
14. Invertir el tubo en un papel absorbente limpio y deje secar el pellet durante 10-15 
minutos. 
 
Adicionar 100ul de solución de hidratación de ADN y rehidrate el ADN incubándolo a 65ºC 
por una hora. Periódicamente mezcle la solución golpeando suavemente el tubo. 
Alternativamente rehidratar el ADN incubando la solución toda la noche a temperatura 
ambiente o a 4ºC. 
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ANEXO G 
EXTRACCIÓN DE ADN A PARTIR DE TEJIDO POR EL MÉTODO FENOL 
CLOROFORMO  
 
1. Limpiar y desinfectar muy bien el área de trabajo. 
2. Tomar un centímetro de tejido para pulverizarlo con ayuda de nitrógeno líquido 
(cubriendo la muestra y esperando a que se evapore el nitrógeno). 
3. Depositar el pulverizado en un tubo eppendorf. 
4. Tomar 0.5 gramos de pulverizado para extracción.  
5. Preparar buffer de lisis para el volumen necesario,  
NOTA: Para 1 ml de stock= Tris HCL pH 8.0= 50ul 
                                             EDTA 0.5M       = 100ul 
                                             SDS 10%          = 50ul 
*Completar con agua destilada hasta 1 ml. 
6. Adicionar a cada muestra 1 ml de buffer de lisis (stock). 
7. Agregar proteinasa K (20mg/ml) 17.1ul y resuspender muy bien.  
8. Sellar los tubos con parafilm evitando así que se derrame el contenido. 
9. Incubar en horno a 56ºC o en baño de María a 60ºC durante 18 horas. 
10. Sacar y hace vortex. 
11. Centrifugar a 10.000 rpm a 4ºC durante 5 minutos. 
12. Dividir cada muestra (sobrenadante) en 2 tubos con igual volumen final total de 
muestra. 
13. Adicionar fenol cloroformo alcohol isoamílico (25:24:1) la misma cantidad que se 
tiene de muestra a cada tubo. 
14. Mezclar fuertemente los tubos con el fin de homogenizar las fases. 
15. Centrifugar a 10.000-12.000 rpm durante 10 min. a 4ºC. 
16. Tomar sobrenadante sin tocar la fase intermedia y ponerlo en otro tubo (lo demás 
se descarta). 
17. Agregar 1ml de cloroformo alcohol isoamílico (24:1) a cada tubo donde se agrego 
el sobrenadante (REACTIVO PELIGROSO). 
18. Mezclar fuertemente para homogenizar la muestra con la solución anteriormente 
descrita. 
19. Centrifugar a 10.000-12.000rpm durante 10 min. a 4ºC. 
20. Extraer el sobrenadante; (el resto se descarta).   
21. Agregar 1ml. de etanol absoluto acetato de amonio-10M- en proporción 9:2 a cada 
muestra. 
22. Incubar a -70°C, como mínimo 1 hora o aun toda la noche. (si cuenta con un 
freezer a esta temperatura, es suficiente dejarlo 15-20 minutos). 
23. Sacar y centrifugar a 10.000-12.000 rpm durante 10 min. a 4ºC. 
24. Decantar el sobrenadante por invasión, teniendo cuidado de no desprender el 
pellet y secar con una toalla absorbente los restos de la solución anterior, 
invirtiendo los tubos sobre ella. 
25. Agregar 1ml de etanol al 70% a cada muestra.  
26. Centrifugar a 10.000rpm durante 10 min. a 4°C. 
27. Descartar por invasión y seguir el mismo paso 24. 
28. Dejar secar a temperatura ambiente el pellet obtenido. NOTA: Lavar dos veces 
con etanol al 70% si es necesario (depende de la muestra). 
29. Proceder a diluir el ADN con 50ul de buffer TE con el fin de realizar electroforesis. 
NOTA: Los reactivos se deben autoclavar para realizar una nueva  extracción, o en 
su defecto se deben filtrar, es aconsejable un filtro Millipore de 0.22um.  
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ANEXO H 
PROTOCOLO DE PURIFICACIÓN DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS, POR MEDIO 
DEL KIT WIZARD PROMEGA®  
 
1. Amplifique. 
2. Agregue un volumen igual de solución de adición a membrana al amplificado de 
PCR. 
3. Para purificar ADN usando microcentrífuga, proceda a la sección 5A. 
 
SECCIÓN 5A 
 
4. Ubique una minicolumna SV en un tubo de colección. 
5. Transfiera el producto de PCR a minicolumna SV e incube por un minuto a T° 
ambiente. 
6. Centrifugue la minicolumna SV ensamblada en el tubo colector a 16.000g 
(14.000rpm) por un minuto, remueva la minicolumna SV y descarte el líquido del 
líquido colector. Retorne la minicolumna SV al tubo de colección. 
7. Lavar la columna por adición de 700ul de solución de lavado de membrana a la 
minicolumna SV, centrifugue el ensamblado por un minuto a 16.000g (14.000rpm), 
desocupe el tubo de colección como antes y ubique la minicolumna SV en el tubo 
de colección. Repita el lavado con 500ul de solución de lavado de membrana y 
centrifugue el ensamblado durante 5 minutos a 16.000g. 
8. Remover a la minicolumna SVde la centrifuga siendo cuidadoso de no humedecer 
el fondo de la columna con el líquido, desocupe el tubo de colección y recintrifugue 
la columna ensamblada durante un minuto, con la tapa de la microcentrífuga 
abierta para permitir la evaporación de cualquier etanol residual. 
9. Cuidadosamente transferir la minicolumna SV a un tubo limpio de microcentrífuga 
de 1,5ml, aplique 50ul de agua libre de DNAsas al centro de la columna sin tocar 
la membrana con la punta. Incube durante un minuto a temperatura ambiente, 
centrifugue por un minuto a 16.000g. 
10. Descartar la minicolumna SV y almacene el contenido del tubo de microcentrífuga 
(ADN), a 4 o -20°C. 
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ANEXO I 
PROTOCOLO EXTRACCION ADN A PARTIR DE TARJETAS FTA 
 
Extracción de ADN 
 
1. Aplicar la muestra a la tarjeta FTA y dejar secar. 
 
2. Limpiar el área de trabajo con etanol para evitar contaminación. 
 
3. Usar un micro-punch para tomar una pequeña porción de la tarjeta impregnada 
aproximadamente 1 mm, (evitar tomar los bordes de la gota de sangre porque allí 
se depositan las células más viejas), y colocarla en un tubo de PCR. 
NOTA: Limpiar el micro-punch con etanol entre muestra y muestra secándolo muy 
bien con papel filtro cada vez que se limpie. Además, lavar cada muestra con 200 
microlitros de buffer FTA y dejar a temperatura ambiente, aproximadamente 30-60 
minutos. El buffer disuelve la hemoglobina u otras proteínas asociadas a la 
muestra, e induce lisis en las células, dejando el DNA adherido a la tarjeta. 
 
4. Hacer dos lavados con agua destilada (200-300 microlitros), dejando 5 minutos el 
primer lavado y tres el segundo. 
 
5. Retirarel agua sobrante después del primer lavado, y dejar secar el papel, en 
donde se encuentra adherido el ADN, listo para reacciones de PCR. 
 
6. De ser necesario, adicionar 200 microlitros SDS 10% a cada muestra, falta el 
nuevo FTA 100 microlitros.  
 
7. También es posible diluir el DNA en un buffer, que recupera aproximadamente el 
60% de la muestra. 
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ANEXO J 
EXTRACCIÓN DE ADN POR EL MÉTODO FENOL CLOROFORMO A  
PARTIR DE SANGRE CONSERVADA EN TARJETAS FTA 
 
1. Tomar una tarjeta de aproximadamente medio centímetro impregnada de sangre 
completamente. 
 
2.  Adicionar 250ul de buffer de lisis a cada muestra. 
 
3. Agregar 5ul de proteinasa K (20mg7ml) resuspender muy bien. 
 
4. Sellar con parafilm. 
 
5. Incubar a 56ºC en horno o a 60ºC en baño de María durante 18 horas con 
agitación constante (se realizó esto último). 
 
6. Sacar y hacer mucho vortex, pasar sobrenadante a otros tubos, exprimiendo el 
papel de FTA lo máximo posible por medio de la  punta de la micropipeta. 
 
7. Poner 3ul de RNAsa a cada una de las muestras a temperatura ambiente durante 
30 minutos. 
 
8. Centrifugar a 10.000rpm durante 5 minutos a 4ºC. 
 
9. Dividir cada muestra en 2 tubos con igual volumen final total de muestra (125ul). 
 
10. Adicionar fenol cloroformo alcohol isoamílico (25:24:1) la misma cantidad que se 
tiene de muestra, (125ul) a cada tubo. 
 
11. Mezclar fuertemente los tubos con el fin de homogenizar las fases. 
 
12. Centrifugar a 10.000-12.000 rpm durante 10 min. a 4ºC. 
 
13. Tomar sobrenadante sin tocar la fase intermedia y ponerlo en otro tubo (lo demás 
se descarta). 
 
14. Agregar 250ul de cloroformo alcohol isoamílico (24:1) a cada tubo donde se 
agrego el sobrenadante (REACTIVO PELIGROSO). 
 
15. Mezclar fuertemente para homogenizar la muestra con la solución anteriormente 
descrita. 
 
16. Centrifugar a 10.000-12.000 rpm durante 10 min. a 4ºC. 
 
17. Extraer el sobrenadante, el resto se descarta.   
 
18. Agregar 750ul. de etanol absoluto acetato de amonio-10M- en proporción 9:2 a 
cada muestra. 
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19. Incubar a -70°C, como mínimo 1 hora o aun toda la noche. (en esta oportunidad se 
dejo 2 horas). 
 
20. Sacar y centrifugar a 10.000-12.000 rpm durante 10 min. a 4ºC. 
 
21. Decantar el sobrenadante por invasión, teniendo cuidado de no desprender el 
pellet y secar con una toalla absorbente los restos de la solución anterior 
invirtiendo los tubos sobre ella. 
 
22. Agregar 750ul. de etanol al 70% a cada muestra. 
 
23. Centrifugar a 10.000rpm durante 10 min. A 4°C 
 
24. Descartar por invasión y seguir el mismo paso 21. 
 
25. Dejar secar a temperatura ambiente el pellet obtenido. (Se dejo desde el sabado 
en la tarde hasta el lunes en la tarde). 
NOTA: Lavar dos veces con etanol al 70% si es necesario (depende de la 
muestra). 
 
26. Proceder a diluir el ADN con 50ul de buffer TE con el fin de realizar electroforesis. 
NOTA: Los reactivos se deben autoclavar para realizar una nueva extracción, o en su 
defecto se deben filtrar, es aconsejable un filtro Millipore de 0.22um. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
79 
 
ANEXO K 
ARTÍCULO DE REVISIÓN 
SISTEMAS DE DETERMINACIÓN DE SEXO Y SU EVOLUCIÓN: Caso mamíferos 
COLORADO FA1. & MATTA NE2, Ph.D. 
1
Estudiante Maestría en Ciencias-Biología. Universidad Nacional de Colombia (sede Bogotá) 
2 
Departamento de Biología. Universidad Nacional de Colombia (sede Bogotá)  
 
RESUMEN  
Los sistemas de determinación de sexo son extremadamente variados, razón por la 
cual, han constituido un campo de constante investigación. Comprender como se 
determina el desarrollo gonadal y más aun dilucidar los procesos allí implicados, ha 
requerido considerar y relacionar la información obtenida desde campos como  la 
citología, embriología, morfología, citogenética, biología molecular, evolución y 
ecología. Este manuscrito presenta información de los procesos de determinación de 
sexo principalmente en mamíferos placentarios, desde diversos niveles de 
organización biológica. Así mismo, discute la importancia de las herramientas 
moleculares a la luz de la conservación genética.  
  
Palabras clave: cromosomas sexuales, mamíferos, gónadas, SRY-HMG, reversión 
sexual, conservación genética y determinación de sexo. 
 
ABSTRACT 
Systems of sex determination are extremely diverse, reason by which, it has became a 
constant research field. Understand “how is the decision made" about the gonadal 
development and even more to elucidate actors involved there, has required to consider 
and relate the information obtained from areas such as cytology, embryology, morphology, 
molecular biology and even ecology and evolution. This review is related to the sex 
determination process mainly in placental mammals, from diverse levels of biological 
organizations. 
 
Key words: Sex chromosomes, mammals, gonads, SRY-HMG, sexual reversion, genetics 
conservation and sex determination. 
  
 Abreviaturas: 
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SRY: Sex determination region of Y chromosome 
ORF: Open Reading Frame 
SOX: SRY box related gene 
TDF: Testis Determining Factor 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Los primeros esfuerzos por comprender la determinación de sexo en mamíferos contaron 
con la remoción del anillo gonadal (intervenciones quirúrgicas en fetos de conejos) dando 
como resultado hembras, indicando que los testículos eran los responsables de la 
masculinidad. A consecuencia de lo anterior, se estableció que la diferenciación  en 
ovarios o testículos por parte del anillo genital durante los primeros estados embrionarios, 
condiciona la aparición de estructuras propias de cada sexo durante las etapas primarias 
de desarrollo (Jost et al 1943). 
 
Investigaciones posteriores se centraron en buscar una correlación entre el sexo de los 
individuos y sus cromosomas, tomando como referencia la determinación de sexo en 
Drosophila melanogaster, en donde el sexo obedece a la relación entre dosis de X con 
respecto a los autosomas, mientras que el cromosoma Y porta genes ribosomales y de 
fertilidad (Bernard 1988, Hodking 1990). Sin embargo, estudios de caso de humanos con 
anomalías cromosómicas (síndrome de Turner y Klinefelter ), mostraron la relevancia del 
cromosoma Y en la determinación del sexo en mamíferos (Ford et al 1959, Goodfellow y 
Lovell-Badge 1993). 
 
SISTEMAS DE DETERMINACIÓN DE SEXO Y SU EVOLUCIÓN: Caso mamíferos 
 
La diferenciación sexual ha demostrado ser un proceso tan complejo como cualquier otro 
en el desarrollo de los individuos. A nivel evolutivo los cambios en el control de 
determinación de sexo han conducido a la presencia de cromosomas heteromórficos, 
producto de deleciones constantes, este mecanismo parece ser uno de los más 
recurrentes en la diferenciación sexual (Charlesworth 1996). No obstante este proceso 
puede tomar tiempo en comenzar a desarrollarse, permitiendo que el gen masculinizante 
se comporte como un elemento transponible pasando de un autosoma a otro antes de 
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establecerse en el cromosoma sexual y comenzar la degeneración de este. La posterior 
diferenciación cromosómica, (entendido como un evento de especialización) conlleva a 
una reducción probabilística de dos eventos: 1. que el gen determinante de sexo continúe 
pasando de un cromosoma a otro en forma de transponsón y 2. que se lleven a cabo 
cambios posteriores en el sistema de determinación de sexo (Traut y Willhoeft 1990, 
Marin y Baker 1998).   
 
A pesar de la posible similitud entre los procesos de desarrollo llevados a cabo en 
organismos modelo como Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster, la 
determinación de sexo no es comparable entre estas especies y los mamíferos, debido a 
que en estos últimos la presencia de un cromosoma Y da lugar  al desarrollo de machos 
(Ford et al 1959, Lovell-Badge y Hacker 1995, Welshon y Russell 1959).  
 
La presencia del cromosoma Y en la mayoría de mamíferos conduce a cambios 
morfológicos y hormonales que podrían ser comunes a la mayoría de especies. Uno de 
los cambios más relevantes es el desarrollo de testículos, sin embargo, las gónadas 
masculinas son indistinguibles de la femeninas en los primeros días de gestación, así en 
los humanos la diferenciación se hace morfológicamente visible 6 semanas después de la 
fertilización, mientras que en los ratones tiene lugar 12.5 días pos coito (DPC),  (Koopman 
et al 1990, Lovell-Badge y Hacker 1995). En consecuencia el proceso de masculinización 
en los mamíferos puede entenderse como una alteración del desarrollo gonadal, que por 
defecto daría paso a la generación de ovarios (Lovell- Badge y Hacker 1995). 
 
Posteriormente y asociado a la presencia de testículos se producen dos hormonas: la 
Hormona Anti-Mulleriana (AMH) ó Sustancia Inhibidora Mulleriana (MIS) y la testosterona, 
la primera de ellas es secretada por las células de Sertolli y se encarga de degradar 
estructuras femeninas que darían paso eventualmente a la formación del útero y otros 
ductos femeninos, con respecto a la testosterona, ésta se encarga de la producción de 
ductos masculinos y la genitalia externa (Jost 1953). 
 
Excepciones a la importancia de cromosoma Y en la determniación sexual se han 
observado en roedores, particularmente en el lemming oscuro (Myopus schisticolor), en 
esta especie aunque el sistema de determinación es XX-XY (hembras y machos 
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respectivamente), es posible encontrar hembras XY las cuales a pesar de portar el gen 
SRY (determinante de la masculinización en la mayoría de los mamíferos, su cromosoma 
X logra enmascarar tal efecto (Fredga 1994).      
 
Independientemente de cómo se conciba la evolución de los mecanismos determinantes 
de sexo lo que si es claro es que la complejidad a nivel genómico de estos cambios pasa 
por los posibles efectos pleiotrópicos correspondientes al gen determinante de sexo, así 
como las reorganizaciones genómicas a que haya lugar, es decir, los cambios, 
especializaciones y mantenimiento de los sistemas determinantes de sexo están 
sometidos a altas presiones selectivas (Waxman y Peck 1998).  
 
CROMOSOMAS SEXUALES Y SU EVOLUCIÓN 
 
En la actualidad se considera que los cromosomas sexuales de reptiles, aves y mamíferos 
se originaron de forma independiente y a partir de autosomas diferentes del antecesor 
común, debido a la carencia de homología entre estos (Fridolfsson et al 1998). Parte de lo 
anterior se ha corroborado por medio de mapeo genético de los cromosomas XY de 
mamíferos y ZW de aves, donde no se observa relación alguna entre un par y otro (Nanda 
et al 1999), de igual manera se puede afirmar que el cromosoma Y de los mamíferos data 
de entre 170 y 310m.a. este último considerado el tiempo de divergencia entre este grupo 
y los reptiles. 
 
Los cromosomas sexuales XY se encuentran en las tres subclases de mamíferos 
(monotremas, marsupiales y placentarios), no obstante las interacciones durante la 
meiosis y su número constituyen diferencias significativas. En platypus (Ornithorhynchus 
anatinus) los machos poseen cinco pares de cromosomas sexuales (Rens et al 2004), y 
su recombinación durante la meiosis (al igual que en placentarios) es posible gracias a las 
Regiones Pseudoautosómicas (PAR) (Grützner et al 2004). Esto contrasta con la 
imposibilidad de recombinación de estos cromosomas en los marsupiales por falta de 
regiones homólogas (Graves y Watson 1991). 
 
Las PAR son porciones homólogas entre los cromosomas sexuales (Burgoyne, 1982)  
que les permiten, aunque de manera parcial, comportarse como autosomas durante el 
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entrecruzamiento meiótico (Ellis y Goodfellow 1989, Mohandas et al 1992, Freije et al 
1992). Estas regiones a su vez dan soporte a la idea del origen de los cromosomas 
sexuales a partir de pares homólogos autosómicos (Ohno 1967). 
 
El cromosoma X de los placentarios cuenta con aproximadamente 1500 genes (muchos 
de ellos de expresión constitutiva) contenidos en 165Mb, correspondientes al 5% del 
genoma haploide de un humano (Ross et al 2005), es un cromosoma altamente 
conservado (Ohno 1967), con regiones similares al cromosoma X de los demás 
mamíferos, pero a su vez, posee regiones únicas que en monotremas y marsupiales 
pertenecen a autosomas. Esto demuestra la presencia de translocaciones posteriores a la 
divergencia de estos grupos (Graves 1995).  
 
El cromosoma Y de los placentarios a diferencia de X, contiene menos genes, 50 
aproximadamente en sus 60Mb que corresponden al 2% del genoma humano (Skaletsky 
et al 2003), y gran cantidad de heterocromatina. Al igual que X posee regiones 
compartidas con los demás mamíferos  y otras únicas (Waters et al 2001). La tasa de 
pérdida de genes oscila entre los tres y cuatro por millón de años, por lo cual se considera 
que en los humanos el cromosoma Y dejara de existir en 10ma. 
 
TDF Y SU RELACIÓN CON SRY-HMG: En busca del gen determinante de la 
masculinidad 
 
Una vez registrados los primeros casos de reversión sexual en humanos (es decir 
mujeres con cariotipo XY y hombres con cariotipo XX), se comenzaron a contemplar 
algunas hipótesis que posteriormente fueron confirmadas, como por ejemplo, el posible 
paso de información genética de Y a X e implícitamente la posibilidad de recombinación 
entre ellos; por otra parte, la eventual dependencia a un gen específico ligado a Y 
(nombrado hipotéticamente Factor Determinante de Testículos -TDF-), para la 
determinación de la masculinidad (Ferguson 1966, Affara 1986, Müller 1986, Goodfellow y 
Lovell-Badge 1993). 
 
El aislamiento de regiones específicas del cromosoma Y (parte distal del brazo corto), 
comunes en pacientes con reversión sexual y desarrollo testicular (hombres XX) permitió 
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el descubrimiento de un marco de lectura abierto (ORF) correspondiente al gen 
encargado de la masculinidad, pasando de llamarse TDF a Región determinante de Sexo 
del cromosoma Y (SRY), dichos resultados fueron confirmados posteriormente en 
investigaciones con ratones (Sinclair 1990, Gubbay at al 1990, Page et al 1990).  
 
La activación de la ruta de la diferenciación gonadal en un primer momento esta a cargo 
de SRY, sin embargo, esto no excluye la posibilidad de que otros genes cuyos loci se 
encuentren en el cromosoma Y, X o aun en autosomas estén involucrados en dicho 
proceso como reguladores de la expresión (Goodfellow y Lovell-Badge 1993, Lovell-
Badge y Hacker 1995).  
  
El gen SRY suele ser de copia única en la mayoría de placentarios y algunos marsupiales, 
no obstante en algunas especies este gen posee múltiples copias, encontrándose algunas 
de ellas en el cromosoma X (Bianchi et al 1993, Negamine 1994, Bullejos et al 1997), sin 
embargo, debido a la presencia de múltiples codones de terminación internos se 
considera que estas copias en realidad son pseudogenes (Burgos et al 1988). Con 
respecto a las múltiples copias encontradas en el cromosoma Y estas pueden ser mono o 
polimórficas como en el caso de algunas especies de la familia Microtidae, aunque se 
desconoce si estas copias están repetidas en tandem o dispersas en el cromosoma 
(Bullejos et al 1999).  
 
En concordancia con la hipótesis de rápida evolución de los sistemas de determinación 
sexual, investigaciones en algunas especies del género Ellobius (topos) y de la rata 
espinosa Tokudaia han confirmado que SRY ya no determina la masculinidad y no existe 
el cromosoma Y, siendo los cariotipos iguales para machos y hembras, XO en E. 
lutescens y T. asimesis y XX para E.tancrei (Just et al 1995, Soullier et al 1998). Además, 
es posible que aun existiendo el cromosoma Y se carezca del gen SRY, por lo menos así 
se reporto para Microtus mandarinus mandarinus, donde la diferencia entre machos y 
hembras radica en la morfología del cromosoma X (Chen et al 2008). 
 
El gen SRY (sry en ratones) es muy variable entre especies tanto en su posición 
cromosómica como en su estructura nucleotídica. Con respecto a su localización el locus 
sry (ratón) se encuentra en la parte más proximal al centrómero del brazo corto del 
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cromosoma Y, mientras que en humano se encuentra en la parte más distal del brazo 
corto, precisamente a 5kb de la PAR (Sinclair et al 1990), esto explica la anomalía 
frecuente en casos de reversión sexual, donde por errores en la meiosis SRY puede estar 
pasado al cromosoma X (Guellaen et al 1984, Page 1986, Capel et al 1993).  
 
En cuanto a la estructura de nucleótidos, el gen Sry de ratón está constituido por 2397pb, 
encontrándose en su interior un ORF el cual es flanqueante con una repetición invertida 
rica en glutaminas de 17kb (Gubbay et al 1992), esta repetición invertida está ausente en 
el gen SRY de humanos (Sinclair et al 1990, Lovell-Badge y Hacker 1995).  
 
A pesar de las variaciones descritas, los diversos genes SRY descritos hasta el momento 
cuentan con una región altamente conservada en la mayoría de mamíferos denominada 
HMG-box (High Movility Group), correspondiente a un dominio de 79 aminoácidos, 
característico de proteínas cuya actividad es la unión al ADN (proteínas SOX), este 
dominio confiere a las proteínas que lo poseen la propiedad de actuar como factores de 
transcripción (Ner 1992, Pontiggia et al 1994).  
 
Las regiones flanqueantes a HMG son muy variables entre grupos, tanto en la secuencia 
de nucleótidos como en tamaño, esto puede indicar que no están sujetas a presiones 
selectivas (Whitfield et al 1993, Tucker y Ludrigan 1993), a diferencia de HMG box, la cual 
es la única  región conservada entre los genes SRY de ratones, humanos y demás 
mamíferos estudiados hasta el momento. La significancia biológica de este dominio ha 
sido confirmada en casos de reversión sexual en humanos, producto de  mutaciones 
puntuales y pequeñas deleciones al interior de este. Actualmente no existen dudas de la 
importancia que tiene HMG para la correcta función proteica de SRY, esto se ve 
corroborado con la conservación de este dominio a través de diversos grupos (Goodfellow 
y Lovell-Badge 1993). 
 
Las investigaciones más frecuentes relacionadas con SRY están direccionadas a 
determinar sexo a nivel molecular en gorila, gacela, rata, oveja, cerdo, ratón (Margarit et al 
1998), bovinos (Lu et al 2006), humanos (Drobnic 2006), caninos y felinos (Meyers 2006), 
cabras (Shi et al 2008), así como para micro y macro murciélagos (Bullejos et al 2000), en 
este último caso (al igual que en muchos otros) además de la determinación del sexo por 
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medio de PCR, se contó con la ayuda de secuencias de HMG del gen SRY para varias 
especies lo que permitió que el análisis filogenético aportara información a la sistemática 
clásica, en pro de ayudar a establecer con claridad el origen mono o polifilético de varios 
grupos.  
 
LA FAMILIA DE GENES SOX: Comparando dominios HMG de SRY y genes SOX 
 
El gen SRY pertenece a la familia de las genes SOX (SRY box releated gene) conformada 
por genes cuyas proteínas poseen una identidad mayor al 60% en la caja HMG con 
respecto a SRY (Goodfellow y Lovell-Badge 1993), La propiedad de unión al ADN 
conferida por dicho dominio no solamente le permite actuar como factor de transcripción, 
sino como un componente arquitectónico de la cromatina ya que condiciona el 
empaquetamiento del material genético (Canning y Lovell Badge 2002), sin embargo, los 
miembros de estas proteínas no están restringidos a los mamíferos y han sido 
encontrados en otros grupos como insectos, aves, reptiles (Foster et al 1992, Griffiths 
1991). 
 
Entre los integrantes de esta familia génica se encuentran: Sox3 cuyo locus se encuentra 
en el cromosoma X (Stevanovic et al 1993), las investigaciones actuales lo postulan para 
ser un antecesor común de los Sox incluido SRY (Collingnon 1992, 1996),  Sox2 al igual 
que la mayoría de los genes Sox no parece tener ninguna función relacionada con la 
determinación de sexo, pero si en procesos de embriogénesis. Por su parte Sox9 parece 
estar involucrado en la determinación de sexo, razón por la cual a continuación se 
presentará una descripción más detallada de éste (Foster et al 1992, Wagner et al 1994, 
Collingnon 1992, 1996). 
 
El gen Sox9 esta altamente conservado entre peces, aves y mamíferos y su expresión es 
específica en las gónadas masculinas de aves y mamíferos, por ejemplo 11.5 DPC en 
ratones, siendo nula su expresión en las hembras, esto hace que actualmente se 
considere como un gen determinante en la formación de gónadas masculinas y 
predecesor de SRY (Morais da Silva 1996). 
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Un hallazgo relevante de la importancia de Sox9 fue un caso de reversión sexual en 
humanos (XX) producto de una duplicación de este gen en el cromosoma 17, lo cual 
condujo al desarrollo de testículos (Huang et al 1999), lo anterior advierte de la 
potencialidad (aunque dependiente del umbral de expresión) de Sox9 para convertirse en 
un gen candidato que permita desarrollar la masculinidad en ausencia de SRY, 
mimetizando la función de este último. Lo anterior puede obedecer al alto grado de 
identidad entre la cajas HMG de Sox9 y SRY (76% a nivel de proteína), lo cual explica 
que genes SRY quiméricos (con cajas de Sox9) hayan permitido masculinización de 
ratones transgénicos (Bergstrom et al 2000). No obstante y con la poca información actual 
acerca de los genes que se encuentran bajo control de SRY se sugiere que por lo general 
Sox9 esta bajo control de SRY (Canning y Lovell Badge 2002).  
 
Al comparar la caja HMG de diferentes especies (lejanamente emparentadas) se 
evidencia la alta identidad entre ellas (Coriat et al 1993), sin embargo, la caja HMG de 
SRY posee aminoácidos específicos y críticos para su función que permite diferenciarla 
de esta región de los genes SOX (Gubbay et al 1990, Berta et al 1990, Coriat et al 1993)  
 
SEXAJE MOLECULAR Y CONSERVACIÓN GENÉTICA 
 
La identificación del sexo resulta de mucha importancia en estudios de biología evolutiva, 
de ecología, diagnóstico prenatal, identificación forense, de genética de poblaciones, de 
conservación, así como en la planeación de la reproducción de especies amenazadas o 
en claro peligro de extinción (Fridolfsson y Ellegren 1999, Griffiths y Phil 2000, Drobnic 
2006, Matta et al 2009).El sexaje mediante herramientas moleculares ha resultado de 
especial importancia para pruebas de control de caza furtiva y casos en los que la tasa de 
captura y sacrificio debe ser diferencial entre hembras y machos, en programas de 
reproducción de aves, donde el dimorfismo sexual no es muy evidente, y representa una 
alternativa a metodologías de sexaje como laparatomia o laparascopia (Matta et al 2009, 
Griffiths y Phil, 2000, Fridolfsson y Ellegren 1999) (North American Wildlife Enforcement 
Group- NAWEG- 2000). Todo lo anterior es relevante en campos como la biología de la 
conservación, ecología y manejo de vida silvestre   
 
LIMITACIONES  
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La limitación de la determinación de sexo mediante herramientas moleculares, está 
asociada a encontrar una secuencia específica en cromosomas sexuales y que presente 
diferencias entre machos y hembras que pueda ser evidenciable por metodologías como 
el producto amplificado en una PCR o un corte diferencial con enzimas de restricción. No 
necesariamente el gen debe involucrar rutas metabólicas que conlleven a la diferenciación 
sexual, pueden ser otros genes responsables de otras funciones o incluso secuencias no 
codificantes, pero que tengan diferencias entre los cromosomas sexuales y que no se 
encuentren en autosomas.  Los genes más utilizados para la identificación molecular de 
sexo son los genes SRY y Amelogenina en mamíferos, en aves ha mostrado gran utilidad 
el gen de la cromohelicasa que tiene diferencias en el tamaño del intrón sobre los 
cromosomas  W y Z. 
 
Algunas limitaciones y consideraciones a tener en cuenta en el análisis genético 
molecular en la búsqueda de genes son: 1.el encontrar genes relacionados entre especies 
(aun siendo estos ortólogos) no necesariamente involucran una función similar, si se 
considera que los contextos biológicos de expresión pueden ser muy diferentes, 2. con 
respecto a la función en si misma, aun existe mucho ruido en términos de la flexibilidad de 
las rutas metabólicas, en el caso de que mutaciones inducidas pueden no resultar 
evidentes en el fenotipo como consecuencia de posibles sustituciones por parte de otras 
proteínas. Lo anterior son pautas a tener presentes cuando se exploran especies poco 
estudiadas, a partir de las bases de datos y a fin de no caer en reduccionismos biológicos 
(Marin y Baker 1998). 
 
CONCLUSIONES  
 
El estudio de determinación de sexo es de amplio interés debido a la variabilidad que 
representa aun entre especies del mismo género, a diferencia de lo que se pensaba 
anteriormente la relación entre los cariotipos XX/XY con el fenotipo de los individuos no 
resulta ser tan lineal y mucho menos es siempre dependiente de cromosomas 
específicos, sino de genes y alelos responsables de la masculinidad. 
 
89 
 
Las metodologías para identificar sexo, que hacen uso del DNA son herramientas valiosas 
por su rapidez, sensibilidad y la posibilidad de toma de muestras como, carne, piel, 
plumas, uñas o simples gotas de sangre que minimizan el dolor y el estrés en los 
procedimientos de toma de muestra, o que pueden realizarse sobre tejido confiscado en 
programas de control de caza. Asignar de manera correcta el sexo es importante para 
estudios de comportamiento, estructura social de una población y planes de conservación, 
donde las decisiones se deben tomar de manera interdisciplinar 
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